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MOTTO 
 
 Bersyukur adalah modal untuk mendapatkan nikmat Alloh yang 
lebih besar. 
 Hidup adalah perjuangan, jangan pernah menyerah sampai berhasil 
meraih cita-cita dan tujuan. 
 Selalu positif thingking untuk mendapatkan hasil yang baik. 
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ABSTRAK 
 
Laju arus globalisasi yang semakin terlihat nyata menuntut kemajuan 
teknologi di segala bidang. Aparatur pemerintah yang berfungsi sebagai subjek 
pelaksana pembangunan dituntut mempunyai kompetensi. Salah satu cara untuk 
meningkatkan kompetensi adalah dengan mengadakan Pendidikan dan Pelatihan. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bagaimana penigkatan kompetensi uji 
mikrobiologi petugas Laboratorium Karantina Ikan di Badan Karantina Ikan, 
Pengendaliam Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan (BKIPM) melalui pendidikan 
dan pelatihan. 
Penelitian ini merupakan jenis penelitian observasi. Populasi penelitian ini 
adalah 22 peserta pendidikan dan pelatihan apresiasi peningkatan kompetensi uji 
mikrobiologi penggunaan RT-PCR Rotorgene dan Applied biosystem step one. 
Instrument penelitian  berupa soal pretest dan posttest. Analisis data yang 
digunakan untuk menganalisa data hasil penelitian adalah analisa data deskriptif 
dan analisa data inferensial dengan menggunakan uji t (t-test) berpasangan. 
Hasil penelitian menunjukkan terdapat peningkatan kompetensi Petugas 
Laboratorium Karantina Ikan BKIPM setelah menjalani pendidikan dan pelatihan 
dengan metode kuliah teori dengan bobot 40% serta praktek langsung di 
laboratorium dengan bobot 60%. Rata-rata nilai pretest peserta adalah 6,00 dan 
rata-rata nilai posttest 7,76. Berdasarkan hasil perhitungan uji t-test menunjukkan 
nilai P < α (0.001 < 0.05) dan nilai t hitung > t tabel (3,73>2,093). Dapat 
disimpulkan bahwa kompetensi peserta meningkat secara signifikan setelah 
menjalani pendidikan dan pelatihan. 
 
Kata Kunci: Penelitian observasi, peningkatan kompetensi, analisa data deskriptif 
dan inferensial. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang Masalah 
Upaya mewujudkan peningkatan mutu pendidikan senantiasa dilakukan 
baik oleh pemerintah maupun inisiatif warga masyarakat. Masih rendahnya 
mutu pendidikan di Indonesia merupakan masalah yang komplek yang 
menyangkut berbagai faktor, baik politik, social, ekonomi, budaya, dan 
sebagainya. 
Pengertian mutu secara umum mengandung makna keunggulan suatu 
produk atau jasa. Era globalisasi ini banyak yang mengatakan sebagai 
persaingan mutu atau kualitas. Di saat tantangan global sudah menjadi 
kenyataan yang tidak terelakkan maka banyak kalangan memandang 
pendidikan sebagai inti dari peningkatan kualitas sumber daya manusia 
(SDM) untuk mampu berkompetisi dalam lingkup yang sudah tidak mengenal 
lagi batas geografis sebuah negara (Kustiman, 2004:3). Pada era globalisasi 
ini manusia dituntut untuk dapat bersaing dalam memenuhi kebutuhan 
hidupnya dan tentunya tidak akan bisa lepas dari bantuan orang lain, begitu 
juga dunia industri maupun instansi. Oleh sebab itu diperlukan sumber daya 
manusia yang handal dan terampil yang siap pakai. 
Sehubungan dengan hal tersebut pengembangan sumber daya manusia 
merupakan sesuatu yang penting mendapat perhatian karena untuk mencapai 
terwujudnya masyarakat maju, adil, makmur dan mandiri berdasarkan 
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pancasila perlu adanya sumber daya manusia yang berkualitas, oleh karena itu 
aparatur pemerintah sebagai subyek atau pelaksana pembangunan sangat 
dibutuhkan sumber daya manusia yang handal dan profesional dibidang 
tugasnya, seperti yang dikemukakan Said Zainal Abidin (dalam Ginanjar et, 
al, 1995, 97) bahwa “Pembangunan tanpa pengembangan kemampuan 
sumber daya manusia tidak dianggap sebagai pembangunan, sebab itu 
keberhasilan suatu pembangunan pada dirinya pertama-tama diukur pada 
keberhasilan meningkatkan kemampuan manusia”. 
Begitu pula halnya di dalam organisasi pemerintahan di Indonesia, 
salah satu kunci keberhasilan kegiatan pemerintahan adalah dengan dimiliki 
sumber daya manusia yang berkualitas, karena itu pengembangan dan 
perbaikan kualitas aparatur negara yang berkedudukan sebagai pelaksana 
pembangunan dituntut memiliki keahlian, kemampuan dan semangat kerja 
serta pengabdian yang tinggi dalam melaksanakan tugasnya yang diberikan 
sehingga dapat bekerja dengan sebaik-baiknya dan mencapai hasil yang 
optimal. 
Jadi yang ditekankan disini adalah betapa pentingnya faktor aparatur ini 
ditingkatkan semangat pengabdiannya, ketrampilan dan kecakapannya, 
disiplin kerjanya yang keseluruhannya akan meningkatkan kewibawaan 
pemerintah. 
Dalam menghadapi tantangan era tinggal landas serta persaingan 
negara-negara maju, aparatur pemerintah agar dapat mendukung beban tugas 
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dan pekerjaan yang menjembatani, kelancaran tinggal landas tersebut dengan 
mulus. Pemerintah telah berusaha meningkatkan pendayagunaan aparatur dari 
beberapa aspek strategis yang terdiri dari bidang-bidang kelembagaan, 
kepegawaian, ketatalaksanaan dan pengawasan operasional, yang meliputi 
analisis jabatan, pengawasan melekat, serta pendidikan dan pelatihan. 
Salah satu usaha yang ditempuh oleh pemerintah dalam meningkatkan 
pendayagunaan aparaturnya adalah dengan mengikutkan ke dalam suatu 
pendidikan dan pelatihan. Dengan demikian pendidikan dan pelatihan 
tersebut diharapkan dapat meningkatkan pengetahuan dan ketrampilan aparat 
yang bersangkutan, terutama di dalam melaksanakan tugasnya sehingga akan 
berpengaruh pula pada kualitas dan prestasi kerjanya. 
Menyadari pentingnya peranan aparatur pemerintah dalam 
meningkatkan loyalitas kualitas kerja, dan pengabdian terhadap pekerjaannya 
terutama dalam menghadapi suasana persaingan yang semakin ketat di 
lingkungan kerjanya, maka sebagai konsekuensinya adalah kondisi dari 
aparatur itu sendiri perlu dibina dan dikembangkan. Pemerintah mempunyai 
perhatian yang serius terhadap pembinaan dan penyempurnaan dalam bentuk 
menetapkan arah dan kebijaksanaan aparatur pemerintah, hal tersebut telah 
diamanatkan dalam Garis-Garis Besar Haluan Negara, Ketetapan MPR RI 
Nomor II/MPR 1993-1998 (1993:13) bahwa “Pembinaan kepegawaian 
diarahkan pada makin terwujudnya kepegawaian negara yang mantap dengan 
pengembangan karier berdasarkan prestasi kemampuan profesional, keahlian 
dan ketrampilan serta kemantapan sikap.” 
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Salah satu langkah yang diambil oleh pemerintah dalam mewujudkan 
aparatur pemerintah yang bersih dan berwibawa adalah melalui pembinaan 
pegawai negeri sipil, dengan menyelenggarakan pendidikan dan pelatihan 
yang terencana, terpadu sesuai dengan tuntutan pembangunan yang semakin 
meningkat sehingga diharapkan pegawai sipil dapat meningkatkan 
pengabdian, mutu, keahlian, kemampuan dan ketrampilan dalam 
melaksanakan tugas secara bersih, berwibawa dan bertanggung jawab. 
Pendidikan dan pelatihan yang diberikan kepada pegawai negeri sipil 
sebagaimana yang terdapat dalam Peraturan Pemerintah Nomor 14 tahun 
1994 tentang Pendidikan dan Pelatihan Jabatan Pegawai Negeri Sipil adalah 
berupa: 
1. Pendidikan dan Pelatihan Prajabatan 
2. Pendidikan dan Pelatihan dalam jabatan, dibagi dalam: 
a. Pendidikan dan  Pelatihan Struktural. 
b. Pendidikan dan Pelatihan Fungsional. 
c. Pendidikan dan Pelatihan Teknis 
Adapun program pengembangan sumber daya manusia sesuai dengan 
prinsip yang dijelaskan oleh Nimran (1994:72) ada tiga jalur utama yaitu: 
1. Jalur pendidikan formal 
2. Jalur latihan kerja 
3. Jalur pengembangan di tempat kerja 
  
5 
 
Bertitik tolak dari penjelasan di atas dapat disimpulkan bahwa program 
pendidikan dan latihan merupakan kegiatan yang penting bagi peningkatan 
pengetahuan dan ketrampilan. 
Berkenaan dengan tujuan pendidikan dan pelatihan di dalam organisasi 
menurut A.S. Moenir (1987:162) adalah: 
1. Memelihara dan meningkatkan kecakapan dan kemampuan dalam 
menjalankan tugas pekerjaan, baik pekerjaan lama maupun baru, baik 
dari segi peralatan maupun metoda. 
2. Menyalurkan keinginan pegawai untuk maju dari segi kemampuan dan 
memberikan rasa kebanggaan kepada mereka. 
Selanjutnya menurut Peraturan Pemerintah Nomor 14 Tahun 1994 
dalam pasal 2, tujuan pendidikan dan pelatihan adalah: 
1. Meningkatkan kesetiaan dan ketaatan pegawai negeri sipil kepada 
Pancasila, Undang-Undang Dasar 1945, Negara dan Pemerintah 
Republik Indonesia. 
2. Menanamkan kesamaan pola pikir yang dinamis dan bernalar agar 
memiliki wawasan yang komprehensif untuk melaksanakan tugas 
umum pemerintahan dan pembangunan. 
Kualitas sumber daya manusia pada dasarnya terdiri dari 2 aspek, yakni 
aspek fisik (kualitas fisik) dan aspek non fisik (kualitas non fisik) yang 
menyangkut kemampuan bekerja, berfikir dan ketrampilan-ketrampilan lain. 
Oleh karenanya usaha meningkatkan kualitas sumber daya manusia ini 
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seharusnya diorientasikan pada kedua aspek tersebut. Untuk meningkatkan 
kualitas bisa diarahkan melalui program-program peningkatan gizi dan 
kesehatan. Sedangkan untuk meningkatkan kualitas atau kemampuan non 
fisik tersebut maka upaya pendidikan dan pelatiham adalah yang paling 
dibutuhkan. Langkah inilah yang dimaksudkan sebagai wujud dari 
pengembangan sumber daya manusia. 
Oleh Sondang P. Siagian (1993:198) dikemukakan bahwa ada empat 
alasan utama dalam pengembangan sumber daya manusia, yaitu karena: 
1. Pengetahuan karyawan yang perlu pemutakhiran, artinya 
kedaluwarsaan pengetahuan dan ketrampilan tersebut tidak lagi sesuai 
dengan “tuntutan zaman”. 
2. Tidak disangkal bahwa dimasyarakat selalu terjadi perubahan, tidak 
hanya karena perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi, akan 
tetapi juga karena pergeseran nilai-nilai sosial budaya. 
3. Persamaan hak memperoleh pekerjaan, artinya masih ada masyarakat 
dimana terdapat perbedaan hak dalam perolehan pekerjaan. 
4. Kemungkinan perpindahan karyawan, artinya mobilitas karyawan 
selalu terjadi baik pada tingkat managerial, profesional bahkan juga 
pada tingkat teknis operasional. 
 
Memperhatikan rumusan di atas jelas bahwa pengembangan sumber 
daya manusia Pegawai Negeri Sipil (PNS)  harus selalu dilaksanakan, serta 
terprogram waktu serta penjenjangannya, dengan demikian akan 
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meningkatkan kompetensi SDM PNS dalam melaksanakan tugas dan 
memiliki loyalitas, andal serta berkualitas, berpotensi, berwawasan luas yang 
mampu mengikuti perkembangan iptek, dan memiliki imtaq yang sempurna. 
Badan Karantina Ikan, Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil 
Perikanan (BKIPM) terbentuk melalui PERPRES No. 24 Tahun 2010, 
sebagai salah satu upaya pemerintah dalam memenuhi tuntutan  reformasi dan 
birokrasi. Keberadaan BKIPM juga diperkuat dengan peraturan atau 
kebijakan, dan juga didukung oleh  suatu sistem tata kerja yang bersinergi 
antara BKIPM dengan unit kerja lingkup Kementerian Kelautan dan 
Perikanan (KKP), dan unit kerja lainnya, baik Pusat maupun Daerah. BKIPM 
mempunyai beberapa peranan yang strategis, antara lain: 
1. melindungi NKRI dari masuk  dan tersebarnya Hama dan Penyakit Ikan 
(HPIK) Karantina golongan Parasit, Jamur, Bakteri, dan Virus sesuai 
Kepmen No.03/MEN/2010, dari luar negeri dan mencegah terjadinya 
penyebaran HPIK antar area di dalam wilayah NKRI; 
2. melindungi masyarakat Indonesia terhadap masuknya produk perikanan 
yang tidak aman untuk dikonsumsi; dan 
3. menjaga citra bangsa melalui pengendalian sistem jaminan keamanan 
hasil perikanan sesuai dengan ketentuan yang berlaku secara 
internasional, atau yang diberlakukan oleh negara mitra. 
Balai Uji Standar Karantina Ikan, Pengendalian Mutu, dan Keamanan 
Hasil Perikanan (BUSKIPM) berdasarkan Peraturan Menteri Kelautan dan 
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Perikanan (PERMEN) Nomor PER.25/MEN/2011, tentang Organisasi dan 
Tata Kerja Unit Pelaksana Teknis Karantina Ikan, Pengendalian Mutu, dan 
Keamanan Hasil Perikanan mempunyai tugas “melaksanakan pengujian dan  
pengembangan teknik dan metode pengujian  karantina ikan, mutu, dan 
keamanan hasil perikanan dalam rangka uji standar  karantina ikan, 
pengendalian mutu, dan keamanan hasil perikanan”. 
Dalam melaksanakan tugas diatas, Balai Uji Standar Karantina Ikan, 
Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil Perikanan (BUSKIPM) 
menyelenggarakan fungsi: 
1. pelaksanaan pengujian HPIK, mutu, dan keamanan hasil perikanan 
dalam rangka uji standar HPIK, mutu, dan keamanan hasil perikanan; 
2. pengembangan teknik dan metode pengujian HPIK, mutu,  dan 
keamanan hasil perikanan; 
3. pelaksanaan uji profisiensi; 
4. pelaksanaan rancangan standarisasi metode pengujian karantina ikan, 
pengendalian mutu, dan keamanan hasil perikanan; 
5. pembuatan koleksi standar media pembawa dan/atau HPIK; 
6. penyiapan bahan informasi dan publikasi hasil pengujian laboratorium 
karantina ikan, pengendalian mutu, dan keamanan hasil perikanan; 
7. pelaksanaan kerjasama teknis laboratorium nasional dan internasional; 
8. pelaksanaan bimbingan teknis laboratorium; 
9. pengumpulan dan pengolahan data; dan  
10. pelaksanaan urusan tata usaha dan  rumah tangga. 
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Dalam rangka menjamin keberhasilan pelaksanaan tugas dan fungsi 
(tusi) BUSKIPM serta mendukung visi dan misi Badan Karantina Ikan, 
Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil Perikanan, terutama dalam 
pengembangan metode dan teknologi laboratorium diperlukan peningkatan 
kemampuan Sumber Daya Manusia (SDM) petugas laboratorium karantina 
ikan, pengendalian mutu, dan keamanan hasil perikanan yang berkelanjutan. 
BUSKIPM menyelenggarakan pelatihan dengan kegiatan Apresiasi 
Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi Penggunaan Real Time-PCR 
Rotorgene dan Applied Biosystem Step One untuk menjawab tuntutan di atas. 
Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi Penggunaan Real 
Time-PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step One tersebut merupakan 
salah satu upaya peningkatan kompetensi petugas karantina ikan, 
pengendalian mutu, dan keamanan hasil perikanan dalam hal pengembangan 
metode dan teknologi laboratorium. 
Berdasarkann latar belakang permasalahan yang telah diuraikan di atas 
penulis tertarik untuk melaksanakan penelitian dengan judul: “Peningkatan 
Kompetensi Uji Mikrobiologi Petugas Laboratorium Karantina Ikan di 
Badan Karantina Ikan, Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil 
Perikanan Melalui Pendidikan dan Pelatihan.” 
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B. Identifikasi Masalah 
Melihat latar belakang masalah yang telah penulis paparkan tersebut, 
serta membaca dokumentasi dan referensi seputar profil Badan Karantina 
Ikan Pengendalian Mutu Dan Keamanan Hasil Perikanan (BKIPM), terdapat 
beberapa permasalahan yang ingin diangkat. Beberapa permasalahan tersebut 
dapat diidentifikasikan sebagai berikut: 
1. Bagaimana pelaksanaan pendidikan dan pelatihan pada BKIPM. 
2. Bagaimana metode pendidikan dan pelatihan yang diterapkan pada 
BKIPM. 
3. Bagaimana perana pendidikan dan pelatihan dalam usaha peningkatan 
kompetensi pegawai BKIPM. 
 
C. Batasan Masalah 
Karena adanya keterbatasan waktu, tenaga, biaya, teori-teori yang 
mendukung, serta agar penelitian dapat dilakukan dengan seksama dan 
mendalam, peneliti membatasi permasalahan yang akan diteliti yaitu: Apakah 
terdapat peningkatan kompetensi uij mikrobiologi petugas laboratorium 
karantina ikan di BKIPM setelah adanya diklat. 
 
D. Rumusan Masalah 
Berdasarkan identifikasi masalah yang penulis paparkan di atas dapat 
dirumuskan beberapa rumusan masalah yang hendak diteliti sebagai berikut: 
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1. Bagaimana pelaksanaan pendidikan dan pelatihan pada  BKIPM? 
2. Sejauh mana peningkatan kompetensi uji mikrobiologi petugas 
laboratorium BKIPM dengan adanya diklat? 
 
E. Tujuan Penelitian 
Tujuan utama dari penelitian ini adalah untuk mengetahui peningkatan 
kompetensi uji mikrobiologi RT-PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step 
One petugas laboratorium karantina ikan di Badan Karantina Ikan, 
Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil Perikanan melalui pendidikan dan 
pelatihan, khususnya metode yang berkaitan dengan pengujian mikrobiologi 
menggunakan Real Time PCR. 
 
F. Manfaat Penelitian 
1. Bagi Penulis 
a. menerapkan ilmu pengetahuan yang pernah diperoleh saat kuliah 
b. membuat karya ilmiah sebagai bukti turut berperan serta dalam 
pengembangan ilmu pengetahuan khususnya bidang pendidikan teknik 
Elektronika 
c. sebagai salah satu syarat kelulusan program studi Strata 1 jurusan 
Pendidikan Teknik Elektronika UNIVERSITAS NEGERI 
YOGYAKARTA untuk memperoleh gelar Sarjana Pendidikan teknik 
(S.Pd.T) 
2. Bagi UNIVERSITAS NEGERI YOGYAKARTA 
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a. Dokumentasi karya ilmiah mahasiswa dalam bentuk laporan skripsi. 
b. Memperkaya referensi penulisan karya ilmiah dalam bentuk laporan 
skripsi bagi mahasiswa yang sedang mengambil skripsi 
3. Bagi Badan Karantina Ikan Pengendalin Mutu Dan Keamanan Hasil 
Perikanan (BKIPM) Jakarta 
a. Sebagai bahan untuk melengkapi referensi tentang pelaksanaan 
kegiatan pendidikan dan pelatihan periode berikutnya. 
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BAB II 
KAJIAN PUSTAKA 
A. Kajian tentang Pendidikan dan Pelatihan 
Menurut Wexley dan Yulk yaitu: “Pelatihan dan pengembangan 
merupakan istilah-istilah yang berhubungan dengan usaha-usaha berencana, 
yang diselenggarakan untuk mencapai penguasaan skill, pengetahuan, dan 
sikap-sikap pegawai atau anggota organisasi. Pengembangan lebih 
difokuskan pada peningkata kemampuan dan pengambilan keputusan dan 
memperluas hubungan manusia (human relation). Bagi manajemen tingkat 
atas dan manajemen tingkat menengah, sedangkan pelatihan dimaksudkan 
untuk pegawai pada tingkat bawah (pelaksana)”1 
Menurut Andew E. Sikula yaitu: ”Pelatihan (training) adalah suatu 
proses pendidikan jangka pendek yang mempergunakan prosedur sistematis 
dan teroganisasi, pegawai non manajerial mempelajari pengetauan dan 
keteramilan teknis dalam tujuan tebatas. Pengembangan merupakan suatu 
proses pendidikan jangka panjang yang mempergunakan prosedur 
sistematis.”2 
Dengan demikian, istilah pelatihan ditunjukan pada karyawan 
pelaksana untuk meningkatkan pengetahuan dan keterampilan teknis, 
sedangkan pengembangan ditujukan untuk karyawan tingkat manajerial untuk 
                                               
1      Anwar Prabu Mangkunegara. Perencanaan dan pengembangan Sumber Daya     Manusia. PT. 
Refika Aditama. Bandung. 2007. Hal. 50 
2       Anwar Prabu Mangkunegara.Perancanaan dan pengembangan sumber Daya Manusia PT. 
Refika Aditama. Bandung. 2007. Hal. 50 
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meningkatkan kemempuan konseptual, kemampuan dalam pengambilan 
keputusan, dan memeprluas human relation. 
” pendidikan dan pelatihan adalah merupakan upaya untuk 
mengembangakan sumber daya manusia tertentu untuk mengemangkan 
kemampuan intelektual dan kepribaian manusia. Penggunaan istilah 
pendidikan dan pelatihan dalam suatu institusi atau organisai biasanya 
disatukan menjadi diklat (pendidikan dan pelatihan). Unit yang menangani 
pendidikan dan pelatiahan pegawai atau karyawan lazim disebut pusdiklat 
(pusat pendidikan dan pelatihan)”3 
” Pelatihan dapat didefinisikan sebagai suatu cara yang digunakan 
untuk memeberikan atau meningkatkan keterampilan yang dibutuhkan untuk 
melaksanakan pekerjaannya sekarang. Sebagi contoh, pelatihan dapat 
digunakan untuk menunjukan cara untuk mengoperasikan mesin baru kepada 
mekanis baru, atau tentang cara menjual produk kepada tenaga penjual baru 
dan tentang cara bagaimana melaksanakan interview dan menilai karyawan 
kepada penyelia baru”4  
Dari definisi di atas bahwasanya pelatihan sangatlah diperlukan untuk 
pengembangan atau kemempuan diri karyawan, untuk keuntungan bersama 
antara diri karyawan dan perusahaan. Dengan pelatihan karyawan dapat 
mampu menguasai bidang pekerjaannya. 
 
                                               
3       Prof. Dr. Soekidjo Notoatmodjo. Pengembengan Sumber Daya Manusia. Rienka Cipta. 
Jakarta. 2003. Hal. 29  
4       Dr. Mutiara S. panggabean. Manajemen Sumber Daya Manusia. Ghalia. Indonesia. 
Bogor.2004. Hal.41  
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1. Tujuan Pelatihan  
Pada umumnya, pelatihan di lakukan untuk kepentingan karyawan, 
perusahaan dan konsumen. 
a. Karyawan 
1) Memberikan keterampilan dan pengetahuan yang diperlukan   
2) Meningkatkan moral karyawan dengan keterampilan dan 
keahlian yang sesuai dengan pekerjaannya mereka akan 
antusias untuk menyelesaikan pekerjaan dengan baik. 
3) Memperbaiki kinerja. Karyawan yang bekerja secara tidak 
memuaskan karena kekurangan keterampilan dapat di 
minimalkan melalui perogram pelatihan dan pengebangan  
4) membantu karyawan dalam menghadapi perubahan-
perubahan, baik perubahan struktur organisasi, teknologi 
maupun sumber daya manusianya. Melalui pelatihan dan 
pengembangan karyawan diharapkan dapat secara efektif 
menggunakan teknlogi baru. Manajer disemua bidang harus 
secara konstan mengetahui kemajuan teknologi yang 
membuat organisasi berfungsi secara lebih efektif.  
5) Meningkatkan karier karyawan. Dengan pelatihan 
kesempatan untuk meningkatkan karier menjadi besar karena 
keahlian, keterampilan dan prestasi kerja lebih baik. 
6) Meningkatkan jumlah balas jasa yang dapat diterima 
karyawan. Dengan pelatihan dan pengembangan, maka 
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keterampilan semakin meningkat dan prestasi kerja semakin 
baik dan gaji juga akan meningkat karena kenaikan gaji 
didasarkan prestasi. 
b. Perusahaan  
1) Memenuhi kebutuhan-kebutuhan perencanaan Sumber Daya 
Manusia. Dengan pelatihan dan pengembangan perusahaan 
melakukan upaya bersama untuk secara benar mendapatkan 
sumber daya manusia yang memenuhi kebutuhan perusahaan. 
2) Penghematan. Pelatihan dapat mengurangi biaya produksi 
karena pelatihan dimaksudkan untuk meningkatkan 
keterampilan karyawan, jika karyawan lebih terampil, maka 
pekerjaan lebih cepat selesai, penggunaan bahan baku lebih 
hemat, dan bisa menggunakan mesin-mesin dengan lebih baik  
3) Mengurangi tingkat kerusakan dan kecelakan dengan pelatihan  
dapat mengurang kerusakan barang, produksi, mesin-mesin 
dan tingkat kecelakan kariawan karena keterampilan kariawan 
telah meningkat hal ini dapat mengurangi biaya yang harus di 
keluarkan oleh perusahaan 
 4) Memperkuat komitmen karyawan organisasi yang gagal 
menyediakan peelatihan akan kehilangan karyawan yang 
orientasi pencapaian yang merasa frustasi karena merasa tida 
ada kesempatan untuk promosi dan akhirnya memilih keluar 
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untuk mencari perusahan lain yang meyediakan pelatihan bagi 
kemajuan karier mereka 
      c.  Konsumen  
1) konsumen akan memperoleh produk yang lebih baik dalam hal 
kualitas dan kuantitas.  
2) meningkatkan pemberian pelayanan, karena pemberian pelayanan 
yang baik merupakan daya tarik yang sangat penting bagi 
rekanan perusahaan yang bersangkutan. Ini berarti bahwa, 
dengan adanya pelatihan akan memberi manfaat yang lebih baik 
bagi konsumen. Mereka dapat memperoleh produk atau 
pelayanan yang lebih baik pada waktunya  
2.  Tahapan-tahapan Penyusunan Pelatihan 
a. penentuan kebutuhan pelatihan 
b. desain program pelatihan 
c. evaluasi program pelatihan 
3. Komponen-komponen Pelatihan 
a.   tujuan dan sasaran pelatihan harus jelas dan dapat diukur 
b.   para pelatih harus ahlinya yang berkualitas memadai 
c. materi pelatihan harus disesuaikan dengan tujuan yang    hendak 
dicapai 
d. metode pelatihan harus disesuaikan dengan tingkat     kemampuan 
karyawan yang menjadi peserta 
e. peserta pelatihan harus memenuhi persyaratan yang telah ditentukan 
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f.   Implementasi Pelatihan 
1). Peserta 
a). karyawan baru 
b). karyawan lama 
2).Pelatih 
a). pelatih intenal 
b). pelatih eksternal 
c). pelatihan gabungan internal dan eksternal 
4.  Tempat Pelatihan 
Pelatihan dapat dilakukan pada tempat terbuka dan tempat tertutup ( on 
site dan of site ) pelatihan terbuka 
a.   Keuntungan of site (pelatiahn tertutup) 
 1). mengurangi biaya pelatihan 
2). menghapus biaya transportasi  
3). jadwal pelatihan fleksibel 
4). mengurang ganguan operasi sehari-hari 
 b. Keuntungan on site antara lain ( pelatihan terbuka ) 
memberikan kesan kepada karyawan bahwa kualitas itu sungguh-
sungguh penting, sehingga perusahaan berupaya untuk 
mengadakan pelatihan diluar perusahaan 
1). gangguan lebih sedikit 
2). lebih sedikit instrupsi 
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3). educational setting yang ada lebih sesuai dengan ukuran  dan 
komposisi kelas 
 5. Penyebab kegagalan pelatihan 
Tidak selamanya suatu pelatiahan yang dilakukan akan berhasil, 
bahkan banyak pelatihan yang gagal. Banyak faktor yang menyebabkan 
kegagalan suatu pelatihan. Misalnya: 
a. pengajaran yang tidak baik 
b. materi kurikulum pelatiahan yang tidak tepat 
c. perencanaan yang kurang bagus 
d. dana yang tidak memadai 
e. kurangya komitmen 
6. Evaluasi Pelatihan 
Evaluasi pelatiahan dimulai dari pernyataan tujuan yang jelas. 
Tujuan yang luas tidak akan membingungkan bila dibuatkan sasaran 
pelatiahn yang lebih spesifik. Tujuan pelatihan merupakan konsep yang 
luas. Sasaran tersebut menerjemahkan tujuan tersebut. Menjadi lebih 
spesifik dan dapat diukur. 
Tujuan pelatihan adalah untuk meningkatkan pengetahuan, 
keterampilan, serta meningkatkan kualitas dan produktifitas secara 
keseluruhan sehingga organisasi secara keseluruhan sehingga organisasi 
lebih kompetitif  denga kata lain tujuan pelatihan adalah telah 
meningkatkan kineja, untuk mengetahui apakah pelatihan telah 
meningkatkan kinerja, manajer perlu mengetahui 3 hal sebagai berikut: 
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a.   apakah pelatiahan yang diberikan itu sahih 
b.   apakah karyawan mempelajarinya 
c.   sudahkah kegiatan pembelajaran tersebut menimbulkan    perbedaan 
tahapan mengevaluasi validitas pelatihan 
a.  membandingkan dokumen tertulis mengenai pelatihan 
b. menentukan apakah pelatihan yang diberikan benar-benar konsisiten 
dengan dokumentasi tersebut 
 
B. kompetensi uji mikrobiologi penggunaan RT-PCR dan Applied Bio 
System Step One 
1. Pengertian kompetensi 
Menurut Johnson dalam Suhaenah Suparno (2001:27) kompetensi 
sebagai perbuatan rasional yang memuaskan untuk memenuhi tujuan 
dalam kondisi yang diinginkan. Kompetensi diartikan sebagai kecakapan 
yang memadahi untuk melakukan suatu tugas atau sebagai suatu 
ketrampilan dan suatu kecakapan yang disyaratkan. 
Kompetensi menurut Mulyasa (2006:36) adalah perpaduan dari 
pengetahuan, ketrampilan, nilai, dan sikap yang direfleksikan dalam 
kebiasaan berfikir dan bertindak. Dalam arti lain kompetensi dapat 
diartikan sebagai pengetahuan, ketrampilan dan kemampuan yang 
dikuasai oleh seseorang yang telah menjadi bagian dari dirinya sehingga 
ia dapat melakukan perilaku-perilaku kognitif, afektif dan psikomotor 
dengan sebaik-baiknya.  
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Menurut Wina Sanjaya (2006:68) dalam konteks pengembangan 
kurikulum, kompetensi adalah perpaduan dari pengetahuan, ketrampilan, 
nilai, dan sikap yang direfleksikan dalam kebiasaan berfikir dan 
bertindak. Seseorang yang memiliki kompetensi tertentu bukan hanya 
mengetahui, tetapi juga dapat memahami dan menghayati bidang tersebut 
yang tercermin dalam pola perilaku sehari-hari.  
Dari definisi di atas kompetensi dapat diartikan sebagai kecakapan 
yang merupakan perpaduan dari pengetahuan, ketrampilan, nilai, dan 
sikap yang direfeksikan dalam bertindak dan berfikir sehingga ia dapat 
melakukan perilaku-perilaku kognitif, afektif dan psikomotor dengan 
sebaik-baiknya. 
Kompetensi bukan hanya sekedar pemahaman akan materi 
pelajaran, akan tetapi bagaimana pemahaman dan penguasaan materi itu 
dapat mempengaruhi cara bertindak dan berperilaku dalam kehidupan 
sehari-hari termasuk perilaku-perilaku kognitif, afektif dan psikomotorik. 
Sebagaimana dikemukakan oleh Bloom dalam Nanang Hanafiah dan 
Cucu Suhana (2009:20-23) aspek kognitif, afektif dan psikomotor dapat 
dilihat sebagai berikut : 
1) Aspek kognitif 
Indikator aspek kognitif mencakup : 
a) Ingatan atau pengetahuan (knowledge), yaitu kemampuan 
mengingat bahan yang telah dipelajari 
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b) Pemahaman (comprehension), yaitu kemampuan menangkap 
pengertian, menterjemahkan dan menafsirkan 
c) Penerapan (application), yaitu kemampuan menggunakan 
bahan yang telah dipelajari dalam situasi baru dan nyata 
d) Analisis (analisys), yaitu kemampuan menguraikan, 
mengidentifikasi dan mempersatukan bagian yang terpisah, 
menghubungkan antar bagian guna membangun suatu 
keseluruhan 
e) Sintesis (synthesis), yaitu kemampuan menyimpulkan, 
mempersatukan bagian yang terpisah guna membangun suatu 
keseluruhan, dan sebagainya 
f) Penilaian (evaluation), yaitu kemampuan mengkaji nilai atau 
harga sesuatu, seperti pernyataan atau laporan penelitian yang 
didasarkan suatu kriteria 
2) Aspek afektif 
Indikator aspek afektif mencakup: 
a) Penerimaan (receiving), yaitu kesediaan untuk menghadirkan 
dirinya untuk menerima atau memperhatikan pada suatu 
perangsang 
b) Penanggapan (responding), yaitu keturutsertaan, memberi 
reaksi, menunjukkan kesenangan memberi tanggapan secara 
sukarela 
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c) Penghargaan (valuing), yaitu kepekatanggapan terhadap nilai 
atas suatu rangsangan, tanggung jawab, konsisten dan komitmen 
d) Pengorganisasian (organization), yaitu mengintegrasikan 
berbagai nilai yang berbeda, memecahkan konflik antar nilai, 
dan membangun sistem nilai, serta pengkonseptualisasian suatu 
nilai 
e) Pengkarakterisasian (characterization), yaitu proses afeksi 
dimana individu memiliki suatu sistem nilai sendiri yang 
mengendalikan perilakunya dalam waktu yang lama yang 
membentuk gaya hidupnya, hasil belajar ini berkaitan dengan 
pola umum penyesuaian diri secara personal, sosial dan 
emosional. 
3) Aspek psikomotor 
Indikator aspek psikomotor mencakup: 
a) Persepsi (perception), yaitu pemakaian alat-alat peras untuk 
membimbing efektifitas gerak 
b) Kesiapan (set), yaitu kesediaan untuk mengambil tindakan 
c) Respon terbimbing (guide respons), yaitu tahap awal belajar 
ketrampilan lebih kompleks, meliputi peniruan gerak yang 
dipertunjukan kemudian mencoba dengan menggunakan 
tanggapan jamak dalam menangkap suatu gerak 
d) Mekanisme (mechanism), yaitu gerakan penampilan yang 
melukiskan proses dimana gerak yang telah dipelajari, 
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kemudian diterima dan diaopsi menjadi kebiasaan sehingga 
dapat ditampilkan dengan penuh percaya diri dan mahir 
e) Respons nyata kompleks (complex over respons), yaitu 
penampilan gerakan secara mahir dan cermat dalam bentuk 
gerakan yang rumit, aktivitas motorik berkadar tinggi 
f) Penyesuaian (adaptation), yaitu ketrampilan yang telah 
dikembangkan secara lebih baik sehingga tampak dapat 
mengolah gerakan dan menyesuaikan dengan tuntutan dan 
kondisi yang khusus dalam suasana yang lebih problematis 
g) Penciptaan (origination), yaitu penciptaan pola gerakan baru 
yang sesuai dengan situasi dan masalah tertentu sebagi 
kreatifitas.  
 
2. kompetensi uji mikrobiologi penggunaan RT-PCR dan Applied 
Biosystem Step One 
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan proses 
penggandaan molekul DNA secara in vitro, sedangkan Real Time 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) adalah PCR kuantitatif (qPCR) 
dengan cara mendeteksi fluoresen yang dihasilkan selama reaksi PCR. 
Peningkatan sinyal fluoresen merupakan indikator 
amplifikasi/penggandaan produk PCR di setiap siklus PCR yang dapat 
diamati secara real time. 
 
Jadi Real-Time PCR ≈ PCR + Reagent Fluoresen + Sistem Detektor dan Software 
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Berikut adalah beberapa kelebihan teknik Real Time Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) dibandingkan Polymerase Chain Reaction (PCR): 
a) lebih sensitif (limit deteksi lebih rendah); 
b) lebih spesifik (bila menggunakan probe); 
c) analisa secara kualitatif dan kuantitatif; 
d) tidak membutuhkan running elektroforesis; dan 
e) lebih cepat. 
Terdapat beberapa komponen Reaksi Real Time Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) adalah sebagai berikut. 
a) DNA Template: DNA yang mengandung sekuen target yang ingin 
dikopi atau diamplifikasi.  
b) DNA Polymerase: enzim yang disebut Taq Polymerase yang akan 
mensintesa komplemen DNA dari sekuen target.  
c) Primers: sekuen pendek DNA utas tunggal yang berkomplemen 
dengan bagian awal sekuen target yang akan diamplifikasi (dari kedua 
ujung 5’ dan 3’). 
d) Nucleotides: unit tunggal penyusun DNA berupa bases A, T, G and C, 
juga disebut dNTPs (deoxynucleotides).  
e) Larutan buffer berupa garam-garam dan metal yang dibutuhkan 
selama reaksi.  
f) Plus Fluorescence Dye (Probe atau Nonprobe). 
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g) Plus Fluorescence Detector System. 
h) Plus Software untuk mengubah intensitas fluoresen menjadikuantitas 
hasil atau Ct. 
a. Rotorgene 
Rotorgene memiliki beberapa keunggulan dibandingkan system 
lainnya, keunggulan tersebut diantaranya adalah sebagai berikut:  
1) sistem Rotary sehingga keseragaman suhu paling baik yaitu 0.01o C 
dibandingkan dengan system block yaitu 0.25-0.5o C; 
2) tidak memerlukan ROX reference dye karena system pencahayaan 
yang simple sehingga tidak memerlukan lagi adjustment untuk 
pencahayaan, dibandingkan dengan system lain yang system 
pencahayaannya rumit; 
3) tidak memerlukan kalibrasi yang sulit karena system 
pencahayaannya statis; 
4) tidak memerlukan re-kalibrasi ketika dipindah tempatkan; 
5) garansi untuk LED seumur hidup dibandingkan dengan brand lain 
yang menggunakan halogen lamp yang memiliki masa pakai; dan 
6) memiliki channel untuk HRM (hardware dan software), 
dibandingkan dengan brand lain yang hanya memiliki HRM 
software. 
b. Cara Kerja Rotorgene 
Cara kerja dari Rotorgene adalah sebagai berikut. 
1) Nyalakan Laptop 
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2) Nyalakan Rotor Gene 
3) Persiapkan reaksi Real Time PCR sesuai dengan petunjuk kit. 
4) Double Click icon Rotor-Gene Q Series Software 1.7.lnk 
 
c. Troubleshooting Rotorgene  
Troubleshooting Rotorgene terbagi menjadi 2 (dua) bagian yaitu pada 
bagian analisis dan instrumennya. 
1) Analisis 
a) Kesulitan adjust threshold  
Adjust Threshold  manual yang harus diperhatikan: 
- Ntc  
- Negatif  kontrol  
- Positif  kontrol 
b) Bentuk curva yang tidak baik/tidak biasa 
Automatic : jika ada standard curve 
c) Sebab antara lain:  pipetting error, tube terbuka, detector rusak  
d) NTC kontaminasi  
e) Reagent yang kurang baik  
2) Instrumen 
a) Penyebabnya adalah permasalahan pada thermistor dalam 
chamber terlalu tinggi.  
-  Hold pada 95oC - 10 min berarti masih berjalan baik   
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Cycle 1 : step : denaturation 95 oC - 10 sec berati masih 
berjalan baik  
Masuk step annealing 51 oC - 30 sec  berarti Error 
- Saran: contact technical service 
b) Ketika running tube pecah  
- Sebab: tidak pernah dikalibrasi, frekuensi running sample 
sering  
-  Kerusakan: pada thermistor heater 
 
d.  Prosedur Perawatan Rotorgene 
Rotorgene memiliki prosedur tersendiri yang harus dilakukan 
dalam proses perawatannya yaitu adalah sebagai berikut. 
1) Membersihkan lensa, lokasi di emisi dan deteksi dengan cotton bud 
yang diberi ethanol 70%. 
2) Membersihkan lensa dilakukan setiap 1 bulan sekali tergantung dari 
penggunaan. 
3) Bersihkan  juga rotor chamber dengan ethanol 70% dengan cara di 
lap dengan tissue halus . 
4) Untuk menghindari debu sebaiknya rotorgene ditutup bila tidak 
digunakan.  
5) Untuk menghindari kontaminasi rotor chamber dibersihkan dengan 
0.1% bleach, setelah itu dilap dengan PCR grade water 
menggunakan tissue halus. 
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e. Deteksi TSV dengan Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR 
System 
Langkah-langkah dalam membuat Master Mix TSV adalah 
sebagai berikut: 
1) Thaw semua reagent 
2) Mix dengan baik menggunakan vorteks kecepatan rendah selama 5 
detik. 
3) Spin dengan mini sentrifuge kecepatan 3000 rpm selama 30 detik 
4) Hitung jumlah master mix untuk setiap assay. Untuk reaksi run real-
time PCR, ambil sejumlah yang diperlukan sesuai dengan 
konsentrasi final yang diinginkan.  (lihat Tabel Contoh Menghitung 
Jumlah Reagent dari Working Solution). 
- Konsentrasi run untuk primer per reaksi (final 
concentration) = 300 nM dalam 25 uL volume reaksi PCR 
- Konsentrasi run untuk probe per reaksi (final 
concentration) = 100 nM dalam 25 uL volume reaksi PCR 
 
Tabel 1. Pemipetan 
Komponen Reaksi Volume (µL) 
/ Reaksi 
Konsentrasi 
Final 
Vol .. ..x 
reaksi 
AgPath-ID One-Step RT-PCR – 25 
X  Enzyme Mix 
1 1X  
AgPath-ID One-Step RT-PCR – 12.5 1X  
  
30 
 
2X Buffer Mix 
Forward primer (7.5 µM) 1 300 nM  
Reverse primer (7.5 µM) 1 300 nM  
Probe (2.5 µM) 1 100 nM  
Nuclease-free water 3.5 -  
Total vol master mix per reaksi                 20 -  
 
1. Hitung berapa reaksi yang dibutuhkan dan kalikan dengan perhitungan 
per reaksi di atas. 
2. Pipet 20 uL ke dalam 48-well optical plate di well yang akan diisi 
dengan sampel dan kontrol. 
3. Untuk sampel: tambahkan 5 uL RNA hasil ekstraksi 
4. Untuk kontrol negatif (NTC = no template control): tambahkan 5 uL 
nuclease-free water 
5. Bila ada kontrol positif: tambahkan 5 uL RNA kontrol positif 
6. Bila sudah, tutup plate dengan optical adhesive cover dan rapatkan. 
7. Bila ada, sentrifuge plate untuk menurunkan semua cairan yang mungkin 
menempel di dinding tube dan menghilangkan gelembung udara bila 
ada. 
8. Siapkan running. 
 
C. Penelitian Yang Relevan 
Tinjauan pustaka ini dimaksudkan untuk mengkaji hasil penelitian 
yang relevan dengan penelitian penulis dan menunjukkan pentingnya untuk 
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melakukan penelitian ini. Berikut merupakan penelitian terdahulu yang 
menurut peneliti relevan dengan penelitian yang akan dilakukan: 
 Septi Dwi Dayanti (2011), dengan judul “ pengaruh model 
pembelajaran Cooperative Learning tipe Student team achievement 
division (STAD) pada pencapaian kompetensi membuat pola blazer di 
SMK N 1 Sewon bantul” menyimpulkan bahwa : 1) pencapaian 
kompetensi membuat pola blazer kelas non intervensi sebagian besar 
berada pada kategori tuntas sebanyak 27 peserta didik (75%), 
sedangkan pada kelas intervensi kategori tuntas sebanyak 36 peserta 
didik (100%); 2) terdapat pengaruh tingkat pencapaian kompetensi 
dengan penggunaan model pembelajaran cooperative learning tipe 
STAD untuk pencapaian kompetensi membuat pola blazer antara kelas 
intervensi dan kelas non intervensi di SMK N 1 Sewon, hal ini 
ditunjukkan dari hasil rerata penilaian unjuk kerja yang diperoleh yaitu 
untuk kelas intervensi sebesar 8,16 sedangkan rata-rata 62 kelas non 
intervensi sebesar 7,66. Kemudian dibuktikan dengan hasil 
perhitungan uji t (t-test) diperoleh t hitung 3,334 > t tabel 2,000, maka 
dapat disimpulkan bahwa penggunaan model pembelajaran 
cooperative learning tipe STAD efektif digunakan dalam 
pembelajaran membuat pola blazer pada kelas XI busana SMK N 1 
Sewon; 3) pendapat peserta didik tentang penerapan model 
pembelajaran cooperative learning tipe STAD menunjukkan bahwa 
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pada kategori senang sebanyak 24 peserta didik (69,7%) dan pada 
kategori cukup senang sebanyak 12 peserta didik (33,3%). 
 
D. Kerangka Berpikir 
Dalam menyusun skirpsi ini penulis membuat keranka berpikir untuk 
memudahkan didalam penyusunan dan memudahkan bagi pembaca dan 
penyimak dalam memahami isinya. Dengan adanya pendidikan maka akan 
meningkatkan pengetahuan, dengan pelatihan akan meningkatkan 
keterampilan, dan dengan pengetahuan dan keterampilan akan dapat 
meningkatkan kompetensi uji mikrobiologi petugas laboratorium karantina 
ikan. 
 
 
 
 
Gambar 1. Kerangka berpikir 
 
E. Hipotesis  
Hipotesis pada penelitian ini adalah adanya peningkatan kompetensi 
uji mikrobiologi petugas laboratorium karantina ikan di BKIPM setelah 
menjalani pendidikan dan pelatihan. 
 
 
DIKLAT 
Peningkatan 
kompetensi uji 
mikrobiologi 
Treatment: 
- 40% Kuliah teori         
- 60% praktek di lab 
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BAB. III 
METODOLOGI PENELITIAN 
 
A. Metode Pengolahan Data 
Metode yang akan digunakan untuk mengolah data hasil kegiatan 
Pendidikan dan pelatihan Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi dengan 
Real Time PCR Rotorgene dan Step One ini terdiri dari metode Analisa Data 
Deskriptif dan Inferensi. 
 
1. Analisa Data Deskriptif 
Analisa data deskriptif yang digunakan untuk mengolah data 
hasil kegiatan Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi 
Real Time PCR Rotorgene dan Step One ini adalah rata-rata (mean). 
Adapun rumusnya adalah sebagai berikut: 
    ̅ݔ =
∑ ௫೔
೙
೔సభ
௡
		 ; 
dengan: 
̅ݔ  : rata-rata (mean); 
ݔ௜ : data ke-i; dan 
݊ : jumlah data. 
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2.  Analisa Data Inferensi 
Analisa data inferensi yang digunakan untuk mengolah data 
hasil kegiatan diklat Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji 
Mikrobiologi Real Time PCR Rotorgene dan Step One adalah uji 
hipotesis memakai statistik uji t-test untuk data berpasangan. Berikut 
adalah langkah-langkah uji hipotesis menggunakan statistik uji t-test, 
dengan “d” adalah selisih sebelum dan sesudah diberikan perlakuan 
atau dapat ditulis “d = sebelum - sesudah”. 
a. H0 : ߤௗ = 0 (tidak ada peningkatan sebelum dan sesudah diberikan 
perlakuan) 
H1 : ߤௗ < 0 (ada peningkatan sebelum dan sesudah diberikan 
perlakuan) 
b. Tingkat signifikan alpha, α = 5 % (tingkat kepercayaan 95%) 
c. Statistik Uji: 
ݐ =
ௗതିఓ೏
௦೏ √௡	⁄
 ;  
  dengan: 
  t  : nilai statistik t-test 
  ݀̅ : rata-rata selisih sebelum - sesudah diberi perlakuan 
 ߤௗ : nilai yang akan di uji (biasanya nol) 
 ݏௗ : standar deviasi selisih sebelum - sesudah diberi perlakuan 
  ݊ : jumlah pasangan data 
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Statistik uji ini selain menggunakan nilai t-test bisa juga 
menggunakan nilai P (p_value) yang muncul pada ouput software 
statistika (MINITAB). 
d. Daerah kritik: 
H0 ditolak jika nilai P (p_value) < α = 5% = 0,05 dan t hitung(nilai 
mutlak)> t tabel dan berlaku sebaliknya H0 ditolak jika P> α dan t 
hitung < t tabel. 
e. Pengambilan Kesimpulan 
Analisa uji hipotesis t-test ini memiliki asumsi bahwa data 
harus berdistribusi normal, sehingga sebelum melakukan analisa ini 
terlebih dahulu harus diuji kenormalan data. Langkah-langkah uji 
normalitas ini hampir mirip dengan uji hipotesis t-test diatas, yaitu 
dengan menggunakan nilai P (p_value) yang dihasilkan dari 
software statistika (MINITAB). Selanjutnya nilai tersebut 
dibandingkan dengan nilai alpha α = 5% (jika tingkat kepercayaan 
yang diambil 95%). Jika nilai P (p_value) < α = 5% = 0,05 maka 
data tidak berdistribusi normal, sebaliknya jika nilai P (p_value) > 
α = 5% = 0,05 maka data berdistribusi normal. Kemudian 
selanjutnya dengan melihat perbandingan nilai t hitung dan t tabel, 
jika t hitung > t tabel maka H1 diterima. 
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B. Waktu dan Tempat  
Kegiatan diklat Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi 
Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step One 
dilaksanakan di Hotel Orchardz Jalan Pangeran Jayakarta No.44 Jakarta. 
Adapun Laboratorium yang dijadikan tempat praktek dari kegiatan ini adalah 
Balai Uji Standar Karantina Ikan, Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil 
Perikanan (BUSKIPM), Jalan Harapan I No.1A Setu Cilangkap, Jakarta 
Timur. Telp: (021) 8451378, 84599367, Fax : (021) 8448523. Pelaksanaan 
kegiatan tersebut tanggal 05-09 Desember 2011. 
 
C. Populasi dan sampel 
Populasi penelitian ini adalah peserta diklat Apresiasi peningkatan 
kompetensi uji mikrobiologi dengan RT-PCR Rotorgene dan Aplied petugas 
laboratorium di Badan Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan Keamanan 
Hasil Perikanan (BKIPM) sebanyak 22 orang. Adapun sampel penelitian 
adalah semua peserta diklat. 
 
D. Instrument dan Teknik Pengumpulan Data 
1. Instrument Penelitian 
Instrument dalam penelitian ini berupa Soal Pretest dan Postest 
yang masing-masing berjumlah 10 soal pilihan ganda. Adapun yang 
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membuat soal instrument adalah nara sumber dan instruktur yang telah 
ditunjuk oleh BKIPM. 
2. Uji Instrument  
Pengujian instrument dalam penelitian ini telah dilakukan oleh 
pakar ahli yang telah ditunjuk oleh BKIPM yang menguasai bidang yang 
diajarkan yaitu narasumber dan instruktur laboratorium. Peneliti dalam 
hal ini sebatas melakukan pengamatan dari pemberian treatment oleh 
pendidik terhadap peserta didik. 
 
3. Teknik Pengumpulan Data 
Teknik Pengumpulan data dalam penelitian ini menggunakan tiga 
cara yaitu: 
a. Library research 
Yaitu suatu teknik pengumpulan data dengan cara membaca buku-
buku, referensi dan literature yang berhubungan dengan penyusunan 
laporan akhir 
 
b. Observasi  
Yaitu teknik pengumpulan data dengan mengadakan pengamatan-
pengamatan secara langsung atau seksama pada pelaksanaan operasi 
peusahaan atau instansi, sejalan dengan judul diatas agar mendapatkan 
data yang objektif dan sistematis 
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c. Tes 
Yaitu teknik pengumpulan data dengan memberikan memberikan 
daftar pertanyaan atau latihan atau alat lain yang digunakan untuk 
mengukur kecerdasan/pengetahuan, keterampilan, 
kemampuan, intelegensi, bakat, atau minat yang dimiliki oleh individu 
atau kelompok. Dalam hal ini tes yang digunakan adalah Tes 
Prestasi (Achievement Test), yaitu tes yang digunakan 
untuk mengukur pencapaian seseorang setelah mempelajari sesuatu. 
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BAB  IV 
HASIL PENELITIAN 
 
A. Hasil Penelitian 
Kegiatan diklat Apresisi Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi 
Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step One 
secara resmi dibuka oleh Kepala Balai Uji Standar Karantina Ikan, 
Pengendalian Mutu, dan Keamanan Hasil Perikanan, Ir. Asep Dadang 
Koswara, M.Si. Kemudian dilanjutkan oleh para narasumber yang 
memberikan pengajaran atau penjelasan tentang materi apresiasi ini. Metode 
pengajaran yang digunakan oleh para narasumber dalam apresiasi ini terbagi 
menjadi dua metode yaitu sebagai berikut: 
1. kuliah teori (40%) di ruang rapat; dan  
2. pratek langsung (60%) di laboratorium. 
Hasil dari kegiatan diklat Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji 
Mikrobiologi Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan Applied Biosystem 
Step One ini dilihat dari perbandingan antara nilai pretest dan posttest para 
peserta, yang tidak lain merupakan tingkat pengetahuan dan kemampuan 
(kompetensi) para peserta. Nilai tersebut merupakan perbandingan nilai 
sebelum dan sesudah mengikuti kegiatan diklat Apresiasi Peningkatan 
Kompetensi Uji Mikrobiologi Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan 
Applied Biosystem Step One. Tabel 2. di bawah ini menyajikan daftar nilai 
pretest dan postest para peserta diklat tersebut. 
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 Tabel 2. Nilai pretest dan postest peserta diklat Apresiasi Peningkatan 
KompetensiUji Mikrobiologi Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan 
Applied Biosystem Step One 
NO NAMA PESERTA PRETEST POSTEST 
1 Inda Wahyuni, S.St.Pi 7 8 
2 Iwan Supriadi, SP. 5 6 
3 Sri Luky Nila Murni, S.Si, MP. 5 8 
4 Eko Soeprianto, A.Pi. 4 7 
5 Ulfah S. Kuba, S.Pi 5 7 
6 Sari Utami Hidayati, S.Pi. 7 9 
7 Sigit H. Irawan Purnomo 8 9 
8 Wahyu Nurlita, A.Md. 8 8 
9 Mohamad Fathoni, A.Md. 8 8 
10 Dedy Arief Hendriyanto, S.St.Pi, M.Si. 6 8 
11 Oscar Daniel Butar-Butar, S.Pi. 3 3 
12 Raflina herman, A.Pi. 4 9 
13 drh. Riyanto 6 9 
14 Noviana Dewi, S.Pi. 6 8 
15 Sumini, A.Md. 8 7 
16 Rila Prabekti, A.Md. - 10 
17 Erniwati, S.Pi - - 
18 Dolly Novella Rawung, S.St.Pi. 4 8 
19 Laili Rohmah, A.Md. 7 7 
20 Wiwit Supriyono, S.Pi. 4 8 
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21 Dini Oktaviani, S.Pi. 6 10 
22 Ishaaq Saputra, S.St.Pi 9 6 
RATA RATA 6 7,76 
 
B. Pembahasan 
1. Analisa Data Deskriptif 
Tabel 2. Di atas memperlihatkan dengan jelas bahwa jumlah 
peserta yang mengikuti diklat Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji 
Mikrobiologi Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan Applied 
Biosystem Step One adalah 22 (dua puluh dua) peserta. Selain itu terlihat 
juga nilai rata-rata pretest dan posttest para peserta apresiasi (dengan 
rentang nilai 1-10), yaitu nilai rata-rata pretest sebesar 6 yang lebih 
rendah dari nilai postest yang diperoleh yaitu 7,76. Ini berarti terjadi 
peningkatan nilai rata-rata peserta apresiasi dari sebelum dan sesudah 
mengikuti kegiatan apresiasi. Berikut adalah table representasi data 
Pretest dan Postest dari Peserta Diklat: 
Tabel 3. Representasi Hasil Pretest dan posttest. 
Data Pretest postest 
nilai tertinggi 9 10 
nilai terendah 3 3 
nilai rata-rata 6 7,76 
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2. Analisa Data Inferensi 
Analisa data deskriptif di atas, mengarah pada terjadinya 
peningkatan nilai rata-rata peserta diklat dari sebelum dan sesudah 
mengikuti kegiatan diklat. Maka dari itu akan dilihat apakah tingkat 
pengetahuan dan kemampuan peserta meningkat setelah mengikuti 
kegiatan diklat Apresiasi Peningkatan Kompetensi Uji Mikrobiologi 
Penggunaan Real Time PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step One. 
Terlebih dahulu ditentukan hipotesis nol yaitu bahwa tidak ada 
peningkatan pengetahuan dan kemampuan peserta setelah mengikuti 
kegiatan diklat, dan hipotesis alternatifnya adalah ada peningkatan 
pengetahuan dan kemampuan peserta setelah mengikuti kegiatan diklat 
tersebut. Kedua hipotesis tersebut akan dilakukan uji hipotesis dengan 
tingkat kepercayaan 95%. Adapun statistik uji yang digunakan adalah 
statistik uji t (t-test) untuk data berpasangan. 
Data hasil pretest dan posttest pada tabel 2. di atas terdapat 
beberapa data yang missing (kosong tidak ada datanya). Uji Hipotesis t-
test data berpasangan mensyaratkan data yang diuji harus lengkap 
berpasangan dan tidak boleh ada data yang missing, sehingga beberapa 
data yang missing tersebut tidak akan diikutsertakan dalam analisa. 
Meskipun demikian langkah ini tidak akan mengurangi keabsahan dalam 
penarikan kesimpulan. 
Sebelum uji hipotesis t-test dilakukan, terlebih dahulu di uji 
kenormalan data (asumsi data harus berdistribusi normal) sebagai 
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prasyarat yang harus dipenuhi sebelum masuk ke tahap uji hipotesis t-
test. Untuk mempermudah dalam proses perhitungan analisisanya, 
digunakan software statistika MINITAB. 
Pretest-Posttest (d)
Pe
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N 20
RJ 0,993
P-Value
Probability Plot of Pretest-Posttest (d)
Normal 
 
Gambar 2. Grafik Probability Normalitas Pretest – Posttest (d) 
Gambar 2. di atas merupakan hasil analisa uji normalitas dengan 
menggunakan statistic uji Ryan –Joiner (Shapiro-Wilk) yang ada pada 
Software MINITAB. Adapun  nilai P_value (ditunjuk oleh anak panah) 
yang dihasilkan adalah “> 0,100” yang juga “> 0,05 (nilai alpha)”. Itu 
artinya bahwa dengan tingkat kepercayaan 95%, data tersebut 
berdistribusi normal. 
Langkah selanjutnya adalah uji hipotesis t-test, yaitu sebagai berikut. 
a. H0 : ߤௗ = 0 (tidak ada peningkatan pengetahuan dan kemampuan 
peserta antara sebelum dan sesudah mengikuti diklat) 
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H1 : ߤௗ < 0 (ada peningkatan pengetahuan dan kemampuan peserta 
antara sebelum dan sesudah mengikuti diklat) 
b. Tingkat signifikan alpha, α = 5 % (tingkat kepercayaan 95%) 
c. Statistik Uji : 
 
Gambar 3. Uji Hipotesis Pretest – Posttest 
d. Menentukan t tabel  
Tabel distribusi t dicari pada α = 5% : 2 = 2,5% (uji 2 sisi) dengan 
derajat kebebasan (df) n-1 atau 20-1 = 19. Dengan pengujian 2 sisi 
(signifikansi = 0,025) hasil diperoleh untuk t tabel sebesar 2,093 
(Lihat pada lampiran) atau dapat dicari di Ms Excel dengan cara 
pada cell kosong ketik =tinv(0.05,19) lalu enter. 
e. Daerah kritik: 
- Berdasarkan tingkat signifikan α : 
H0 ditolak jika nilai P < α = 0.05 
- Berdasarkan perbandingan t hitung dan t table : 
H0 ditolak jika t hitung > t tabel 
f. Pengambilan Kesimpulan : 
Karena nilai P < α  ( 0.001 < 0.05), dan nilai t hitung( nilai mutlak) > 
t tabel (3,73 > 2,093) maka H0 ditolak artinya bahwa ada 
peningkatan pengetahuan dan kemampuan peserta antara sebelum 
One-Sample T: Pretest-Posttest (d)  
 
Test of mu = 0 vs < 0 
                                                            95% 
                                                     Upper 
Variable           N      Mean    StDev  SE Mean     Bound      T      P 
Pretest-Posttest  20  -1,65000  1,98083  0,44293  -0,88412  -3,73  0,001 
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dan sesudah mengikuti diklat. Berdasarkan kesimpulan pada uji 
hipotesis t-test di atas, dapat dikatakan bahwa dengan tingkat 
kepercayaan 95% ada atau terjadi peningkatan pengetahuan dan 
kemampuan peserta antara sebelum dan sesudah mengikuti diklat. 
Sebagai catatan bahwa nilai negative pada t hitung di atas 
menunjukkan bahwa rata-rata nilai pretest lebih rendah dibandingkan 
dengan rata-rata nilai posttest. 
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BAB  V 
PENUTUP 
 
A.   Kesimpulan 
1. DIKLAT pada BKIPMKHP dilaksanakan dengan dua metode yaitu 40% 
kuliah teori dan 60% praktek langsung di laboratorium. 
2. Berdasarkan pembahasan dari uji hipotesis t-test terlihat bahwa dengan 
kepercayaan 95% tingkat pengetahuan dan kemampuan (kompetensi) 
peserta setelah menjalani DIKLAT meningkat secara signifikan, yang 
ditunjukkan dengan nilai P < α  (0.001 <  0.05) dan t hitung > t tabel 
(3,73 > 2,093).  
 
B. Saran 
1. Diharapkan metode pengujian yang telah diajarkan pada Apresiasi 
Peningkatan kompetensi Uji Mikrobiologi Penggunaan Real Time 
PCR Rotorgene dan Applied Biosystem Step One ini dapat diterapkan 
dalam pengujian sehari-hari. 
2. Kegiatan diklat Apresiasi ini sangat menunjang sekali dalam 
meningkatkan pengetahuan dan kemampuan petugas karantina ikan, 
pengendalian mutu dan keamanan hasil perikanan sehingga perlu 
diadakan kegiatan yang sama secara berkelanjutan. 
 
 
  
47 
 
DAFTAR PUSTAKA 
 
. 
Anwar Prabu Mangkunegara. (2007). Perencanaan dan Pengembangan Sumber 
Daya Manusia. Bandung: PT. Refika Aditama. 
A.W. Wijaya. (1990). Administrasi Kepegawaian Suatu Pengantar. Edisi II. 
Cetakan 2. Jakarta: CV Rajawali Pers. 
Desiliyarni Temmy. ______ .Pengantar Teknik Amplifikasi dengan Real Time 
PCR System. PT. Laborindo Sarana 
Kania Wini. ______ .Rotorgene. Solutions for Life Science and Biotechnology. 
PT. GeneCraft Labs 
Kustiman. (2004) Sumber Daya Manusia Dalam Era Globalisasi. Jakarta: 
Benderless comparation. 
Mutiara S. panggabean (2004). Manajemen Sumber Daya Manusia. Bogor:  
Ghalia. Indonesia. 
Nanang Hanafiah dan Cucu Suhana.2010. Konsep Strategi Pembelajaran.Jakarta : 
Refika Aditama 
Pengertian Kompetensi Guru Majalah Pendidikan (www.majalahpendidikan.com) 
diakses pada 10 Januari 2013 
Septi Dwi Dayanti (2011), dengan judul “ pengaruh model pembelajaran 
Cooperative Learning tipe Student team achievement division (STAD) pada 
pencapaian kompetensi membuat pola blazer di SMK N 1 Sewon bantul” 
Soekidjo Notoatmodjo. (1992). Pengembangan Sumber Daya Manusia. cetakan 
kelima Jakarta:  PT Rineka Cipta. 
Soeroto. (1986). Strategi Pembangunan dan Perencanaan Tenaga Kerja. 
Yogyakarta: Gadjah Mada Press. 
Sondang P. Siagian. (1992). Manajemen Sumber Daya Manusia. Jakarta: Bumi 
Aksara. 
Suhaenah Suparno, 2001. Membangun Kompetensi Belajar. Yogyakarta : 
Departemen Pendidikan Nasional. 
Wibisono, Y. (2005). Metode Statistika. Yogyakarta: Gadjah Mada University 
Press. 
Wina Sanjaya. 2009. Strategi Pembelajaran Berorientasi Standar Proses 
Pendidikan. Jakarta: Kencana Prenada Media Group. 
Zulaela, Gunardi, Rakhman, A., Utami, H. (2003). Modul Praktium Metode 
Statistika. Yogyakarta : Program Studi Statistika UGM. 
___________, ______ . SOP StepOne Software. (IQREAL - qPCR/qRT-PCR). 
PT. King Lab Indonesia 
___________, (2011). Laporan Tahunan Balai Uji Standar Karantina Ikan, 
Pengendalian Mutu dan Keamanan Hasil Perikanan. Jakarta. 
 
 
 
 
  
48 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LAMPIRAN 1. 
 
Daftar Peserta Diklat Apresiasi 
Peningkatan Kompetensi UJi 
Mikrobiologi Penggunaan Real Time 
PCR Rotorgene dan Biosystem Step 
One 
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Lampiran Peserta Apresiasi Penggunaan Real Time PCR Rotorgene 
dan Applied Biosystem Step One 
Tanggal 05-09 Desember 2011 
 
 
No. Instansi Jumlah Peserta 
1. Pusat Karantina Ikan 2 
2. Balai Besar KIPM Jakarta I 2 
3. Balai Besar KIPM Makassar 1 
4. BUSKIPM 3 
5. Balai KIPM Kelas I Denpasar 1 
6. Balai KIPM Kelas I Surabaya I 1 
7. Balai KIPM Kelas I Medan I 1 
8. Balai KIPM Kelas I Balikpapan 1 
9. Balai KIPM Kelas I Jakarta II 2 
10. Balai KIPM Kelas I Surabaya II 1 
11. Balai KIPM Kelas II Mataram 1 
12. Balai KIPM Kelas II Manado 1 
13. Balai KIPM Kelas II Semarang 1 
14. Balai KIPM Kelas II Banjarmasin 1 
15. Stasiun KIPM Kelas II Merak 1 
Total Peserta 20 
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LAMPIRAN 2. 
 
Soal Pretest dan Postest 
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Nama  :  
Asal UPT : 
 
Pretest Apresiasi Kompetensi Uji Mikrobiologi 
RT-PCR “Rotorgene” dan “Step One” 
BUSKIPM – 2011 
 
 
 
1. Tehnik yang digunakan untuk memonitor reaksi PCR secara real time adalah 
a. PCR Konvensional 
b. Real Time PCR 
c. PCR Assay 
d. PCR Tagman 
 
2. Real Time PCR dapat digunakan untuk mengukur  
a. Template secara quantitas 
b. Perbandingan sensitifitas dari primer 
c. Perbedaan gene (allelic) 
d. Betul semua 
 
3. Real time PCR dalam pendeteksianya dapat menggunakan Probe dan SYBR 
Green. Keuntungan menggunakan SYBR Green adalah kecuali : 
a. Tidak bisa multipleks 
b. Design mudah 
c. Lebih murah dibandingkan real-time dengan menggunakan bahan kimia 
lainnya 
d. Dapat digunakan untuk menganalisa atau membandingkan sensitifitas dan 
efisiensi dari sepasang primer 
 
4. Berikut adalah kelebihan Real Time PCR  dibandingkan dengan PCR 
konvensional  kecuali : 
a. Sensitifitas dan spesifitas yang lebih tinggi 
b. Tidak ada proses lagi setelah amplifikasi DNA  
c. Bisa multipleks sampai 6 probe 
d. Biaya lebih murah 
 
5. Dibawah ini dalah  kekurangan Real Time PCR  kecuali : 
a. Protokol yang sederhana 
b. Diperlukan training khusus 
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c. Standardisasi/verifikasi lebih sulit dan membutuhkan waktu yang lama 
d. Chemistri and platform sangat bervariasi 
 
6. Pemeriksaan dengan metoda PCR bertujuan untuk : 
a. Meningkatkan jumlah sel organism target 
b. Meningkatkan jumlah copy DNA target agar dapat divisualisasikan 
c. Pembelahan sel organism target 
d. Merubah DNA menjadi protein 
 
7. Yang termasuk dalam golongan virus-virus RNA adalah : 
a. TSV, VNN, YHV, BP 
b. VNN, TSV, IMNV, YHV 
c. IHHNV, TSV, IMNV, BP 
d. VNN, YHV, WSSV, TSV 
 
8. Faktor yang mempengaruhi kualitas desain primer diantaranya adalah : 
a. Faktor homologi 
b. Kandungan GC 
c. Perbedaan suhu anneling antar primer 
d. Semua betul 
 
9. Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam preparasi mastermix untuk RT-PCR 
adalah kecuali : 
a. NTC 
b. Kontrol positif 
c. Primer dan template 
d. buffer 
 
10. Perbedaan antara PCR konvensional dan Real time adalah : 
a. PCR konvensional hasilnya kualitatif, Real time hasilnya kuantitatif 
b. PCR Konvensional prosesnya lama, Real time prosesnya cepat 
c. PCR konvensional memerlukan tenaga ahli, Real time tidak memerlukan 
tenaga ahli 
d. Semua betul 
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Nama  :  
Asal UPT : 
 
Pretest Apresiasi Kompetensi Uji Mikrobiologi 
RT-PCR “Rotorgene” dan “Step One” 
BUSKIPM – 2011 
 
 
1. Real time PCR dalam pendeteksianya dapat menggunakan Probe dan SYBR 
Green. Keuntungan menggunakan SYBR Green adalah kecuali : 
e. Dapat digunakan untuk menganalisa atau membandingkan sensitifitas dan 
efisiensi dari sepasang primer 
f. Lebih murah dibandingkan real-time dengan menggunakan bahan kimia 
lainnya 
g. Tidak bisa multipleks 
h. Design mudah 
 
2. Perbedaan antara PCR konvensional dan Real time adalah : 
e. PCR konvensional memerlukan tenaga ahli, Real time tidak memerlukan 
tenaga ahli 
f. PCR konvensional hasilnya kualitatif, Real time hasilnya kuantitatif 
g. PCR Konvensional prosesnya lama, Real time prosesnya cepat 
h. Semua betul 
 
3. Faktor yang mempengaruhi kualitas desain primer diantaranya adalah : 
e. Perbedaan suhu anneling antar primer 
f. Faktor homologi 
g. Kandungan GC 
h. Semua betul 
 
4. Real Time PCR dapat digunakan untuk mengukur  
a. Perbandingan sensitifitas dari primer 
b. Template secara quantitas 
c. Perbedaan gene (allelic) 
d. Betul semua 
 
5. Dibawah ini dalah  kekurangan Real Time PCR  kecuali : 
e. Standardisasi/verifikasi lebih sulit dan membutuhkan waktu yang lama 
f. Chemistri and platform sangat bervariasi 
g. Diperlukan training khusus 
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h. Protokol yang sederhana 
 
6. Berikut adalah kelebihan Real Time PCR  dibandingkan dengan PCR 
konvensional  kecuali : 
e. Biaya lebih murah 
f. Tidak ada proses lagi setelah amplifikasi DNA  
g. Bisa multipleks sampai 6 probe 
h. Sensitifitas dan spesifitas yang lebih tinggi 
 
7. Yang termasuk dalam golongan virus-virus RNA adalah : 
e. VNN, YHV, WSSV, TSV 
f. TSV, VNN, YHV, BP 
g. IHHNV, TSV, IMNV, BP 
h. VNN, TSV, IMNV, YHV 
 
8. Pemeriksaan dengan metoda PCR bertujuan untuk : 
e. Meningkatkan jumlah copy DNA target agar dapat divisualisasikan 
f. Meningkatkan jumlah sel organism target 
g. Pembelahan sel organism target 
h. Merubah DNA menjadi protein 
 
9. Tehnik yang digunakan untuk memonitor reaksi PCR secara real time adalah 
e. PCR Tagman 
f. PCR Konvensional 
g. PCR Assay 
h. Real Time PCR 
 
10. Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam preparasi mastermix untuk RT-PCR 
adalah kecuali : 
e. Dna Leadder 
f. Kontrol positif 
g. NTC 
h. Primer dan template 
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LAMPIRAN 3. 
 
Kunci Jawaban Soal Pretest dan 
Postest 
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Kunci Jawaban Soal 
 
 
Kunci Jawaban Soal Pretest: 
 
1. B 
2. D 
3. A 
4. D 
5. A 
6. B 
7. B 
8. D 
9. D 
10. D 
 
Kunci Jawaban Soal Postest : 
1. C 
2. D 
3. D 
4. D 
5. D 
6. A 
7. D 
8. A 
9. D 
10. A 
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LAMPIRAN 4.  
Hasil Pretest dan Postest 
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LAMPIRAN 5. 
 
t tabel statistic 
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LAMPIRAN 6. 
 
Jadwal Kegiatan Diklat Apresiasi 
Peningkatan Kompetensi Uji 
Mikrobiologi Real Time PCR 
Rotorgene dan Step One 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
1 
 
JADWAL PELAKSANAAN APRESIASI PENINGKATAN KOMPETENSI UJI MIKROBIOLOGI PENGGUNAAN RT PCR 
HOTEL ORCHARDZ,  5 - 9 DESEMBER 2011 
 
HARI 
/TANGGAL 
MATERI PEMBICARA INSTRUKTUR LOKASI 
Senin 
5 Desember 2011 
    
12.00 - 14.00 Check in dan Registrasi Panitia  Hotel 
14.00 - 14.45 Pembukaan Kepala BUSKIPM   
14.45 – 15.15 Pengantar Apresiasi Kepala BUSKIPM   
15.15 - 15.30 Rehat    
15.30 - 17.00 Teori RT PCR 
PT. Genecraftlab 
( Inggriani Listiawan, 
M.Biomed) 
 
 
Selasa 
6 Desember 2011 
    
07.30 - 09.00 Perjalanan ke BUSKIPM   BUSKPM 
09.00 - 10.30 
Pengenalan Alat, Perawatan, Troubleshooting, Analisa 
Data Rotorgene 
PT. Genecraftlab 
( Inggriani Listiawan, 
M.Biomed) 
 
 
10.30 - 10.45 Rehat    
10.45 - 12.15 Pengantar Praktek Ekstraksi dan Preparasi mastermix 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
 
 
12.15 - 13.30 Ishoma    
13.30 - 15.00 Pengantar Praktek Menggunakan IQ REAL KIT pada PT. King Lab   
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Penggunaan Alat RT-PCR “ROTORGENE” (Dennis Teoh Han Pin) 
15.00 - 15.15 Rehat    
15.15 - 16.45 Praktek Ekstraksi Menggunakan SILICA GEL 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Rabu 
7 Desember 2011 
   
 
07.30 - 09.00 Perjalanan Ke BUSKIPM   BUSKIPM 
09.00 - 10.30 
Praktek Ekstraksi Menggunakan DTAB-CTAB 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Pengenalan Alat RT-PCR Step One 
Pengantar Amplifikasi 
PT. Laborindo Sarana 
 
Dita Rustanti 
 
10.30 - 10.45 Rehat    
10.45 - 12.15 
Persiapan MasterMix dan running sampel 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Pengantar Ekstraksi 
PT. Laborindo Sarana 
 
Dita Rustanti 
 
12.15 - 13.30 Ishoma    
13.30 – 15.00 
Lanjutan Running sampel 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Praktek Ekstraksi 
Persiapan MasterMix degan Taqman Probe  
PT. Laborindo Sarana Dita Rustanti 
 
15.00 – 15.15 Rehat    
15.15 – 16.45 
Analisa Data  
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Pembuatan sampel sheet dan Running PT. Laborindo Sarana Dita Rustanti  
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Analisa Data  
Kamis 
8 Desember 2011 
    
07.30 - 09.00 Perjalanan ke BUSKIPM   BUSKIPM 
09.00 - 10.30 
Trouble Shooting Hasil Praktek 
PT. King Lab  
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati 
 
Analisa data Praktek I 
Trouble Shooting Hasil Praktek 
Persiapan MasterMix 
PT. Laborindo Sarana Dita Rustanti 
 
10.30 - 10.45 Rehat    
10.45 - 12.15 
Lanjutan Trouble Shooting PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
Siti Rahmawati  
Sampel sheet dan Running II 
Latihan Instal dan Penggunaan Software 
PT. Laborindo Sarana Dita Rustanti  
12.15 - 13.30 Ishoma    
13.30 - 15.00 
Diskusi 
PT. King Lab 
(Dennis Teoh Han Pin) 
 
 
Analisa Data Praktek II 
Diskusi 
PT. Laborindo Sarana Dita Rustanti 
 
15.00 - 15.15 Rehat   
 
Jumat 
9 Dersember 
2011 
   
 
09.00 – 09.30 Post Test Panitia  Hotel 
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09.30 – 09.45 Rehat    
09.45 - selesai Penutupan Kepala BUSKIPM   
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LAMPIRAN 7. 
 
 
Materi Diklat Apresiasi Peningkatan 
Kompetensi Uj Mikrobiologi Real 
Time PCR Rotorgene dan Step One 
 
 
 
 
 
 
 
Pengantar Teknik Amplifikasi 
dengan
Real-Time PCR System
StepOne/
StepOnePlus
PT. Laborindo Sarana
Jl. Arteri Raya Pondok Indah No.8A Jakarta 12240
Tel. 7225036, 7255165.  Fax. 7257226
temmy@laborindo.com, temmyde11@yahoo.com
Ir. Temmy Desiliyarni, MSi
PT. Laborindo Sarana/TD/09 2
PCR vs Real-Time PCR
• PCR : Polymerase Chain Reaction = penggandaan 
molekul DNA secara in vitro.
• Real-Time PCR : adalah PCR kuantitatif (qPCR) 
dengan cara mendeteksi fluoresen yang dihasilkan 
selama reaksi PCR.  Peningkatan sinyal fluoresen 
merupakan indikator amplifikasi/penggandaan 
produk PCR di setiap siklus PCR yang dapat 
diamati secara real time.
• Jadi Real-Time PCR PCR + Reagent Fluoresen + 
Sistem Detektor dan Software
PT. Laborindo Sarana/TD/09 3
Komponen 
Reaksi Real-Time PCR
• DNA Template - DNA yang mengandung sekuen target yang ingin 
dikopi/ diamplifikasi. 
• DNA Polymerase – enzim yang disebut Taq Polymerase yang akan 
mensintesa komplemen DNA dari sekuen target. 
• Primers – sekuen pendek DNA utas tunggal yang berkomplemen 
dengan bagian awal sekuen target yang akan diamplifikasi (dari 
kedua ujung 5’ dan 3’).
• Nucleotides –unit tunggal penyusun DNA berupa bases A, T, G 
and C, juga disebut dNTPs (deoxynucleotides). 
• Larutan buffer berupa garam-garam dan metal yang dibutuhkan 
selama reaksi. 
• Plus Fluorescence Dye (Probe atau Nonprobe)
• Plus Fluorescence Detector System
• Plus Software untuk mengubah intensitas fluoresen menjadi
kuantitas hasil atau Ct
PT. Laborindo Sarana/TD/09 4
Kelebihan Teknik Real-Time PCR 
dibandingkan PCR 
• Lebih sensitif (limit deteksi lebih rendah)
• Lebih spesifik (bila menggunakan probe)
• Analisa secara kualitatif dan kuantitatif
• Tidak membutuhkan running elektroforesis
• Lebih cepat
PT. Laborindo Sarana/TD/09 5
Proses Amplifikasi 
Real-Time PCR
PT. Laborindo Sarana/TD/09 6
Exponential: 
• Penggandaan 
produk scr tepat
• Reaksi sangat 
presisi dan spesifik.  
Linear:
• Komponen reaksi 
menjadi terbatas
• Efisiensi reaksi 
menurun.
Plateau: 
• Reaksi telah 
berhenti
• Tidak ada lagi 
penambahan 
produk PCR
PT. Laborindo Sarana/TD/09 7 PT. Laborindo Sarana/TD/09 8
PT. Laborindo Sarana/TD/09 9 PT. Laborindo Sarana/TD/09 10
PT. Laborindo Sarana/TD/09 11
Bagan Deteksi Real-Time PCR
1. Label Fluoresen : SYBR Green atau 
TaqMan Probe (5’ nuclease assay)
2. Sistem Detektor : Precision Optics
+
3. Multicomponenting Algoritm SDS software
=
Resolusi Dye Superior
PT. Laborindo Sarana/TD/09 12
1
2
PT. Laborindo Sarana/TD/09 13
Prinsip :  
Ketika SYBR 
Green 
ditambahkan 
pada reaksi 
PCR, akan 
berikatan 
secara non-
spesifik 
dengan setiap 
DNA utas 
ganda. 
1
PT. Laborindo Sarana/TD/09 14
PT. Laborindo Sarana/TD/09 15 PT. Laborindo Sarana/TD/09 16
2
PT. Laborindo Sarana/TD/09 17 PT. Laborindo Sarana/TD/09 18
PT. Laborindo Sarana/TD/09 19 PT. Laborindo Sarana/TD/09 20
PT. Laborindo Sarana/TD/09 21 PT. Laborindo Sarana/TD/09 22
SOFTWARES
1. Sequence Detection Software Version 2.x (7300, 7500 7900, 
StepOne/StepOnePlus for AQ, RQ, AD, +/-) dan untuk running dan 
analisa data.
User friendly termasuk : 
- Wizards untuk Plate set-up untuk easy experimental design, 
- Real-time monitoring, 
- Auto-baseline dan auto-threshold untuk memudahkan analisa 
data 
- Analisa beberapa kurva standard secara simultan pada single 
plate
- Automated SNP genotyping calling, simple dissociation 
curve data collection and viewing
2. Primer and probe design menggunakan Primer Express® 
software  
PT. Laborindo Sarana/TD/09 23
Absolute Quantification
Determines the absolute quantity of a single nucleic acid 
target sequence within an unknown sample.  This 
technique requires a set of standard nucleic acid.  
Quantity calculated by extrapolating from the standard 
curve.
Relative Quantification
Determines the change in expression of a nucleic acid 
sequence target in a test sample relative to the same 
sequence in a calibrator sample, without the use of 
standard curve.
PT. Laborindo Sarana/TD/09 24
PT. Laborindo Sarana/TD/09 25
Multiple Standard Curve (AQ)
PT. Laborindo Sarana/TD/09 26
Absolute 
Quantification
PT. Laborindo Sarana/TD/09 27
Ct value
Cycles
Qualitative Analysis
Cycle
PT. Laborindo Sarana/TD/09 28
RQ - Ekspresi Gen
PT. Laborindo Sarana/TD/09 29
Plus/Minus Assay with IPC
Menentukan sekuen target spesifik berupa ada (plus) or tidak ada (minus) pada sampel 
dengan menggunakan internal positive control (IPC) untuk memonitor proses PCR dan untuk 
menjamin bahwa hasil negatif tidak karena kegagalan PCR.  
PT. Laborindo Sarana/TD/09 30
Allelic Discrimination - SNP’s (Single 
Nucleotide Polymorphisms)
• Genotypic difference can results in protein modification and 
could lead to disease or other undesirable trait. 
AACCTGCATAATGCCAG AACCTGCAGAATGCCAG
PT. Laborindo Sarana/TD/09 31
5’ Nuclease SNP Assays
• SNP is located in the middle of probe     
• Quencher;  TAMRA or MGB/NFQ*
(wt)
(mut)
Using more than 1 primer/probe per reaction to detect for variant from 
single nucleotide sequence. 
PT. Laborindo Sarana/TD/09 32
Deteksi SNP 
(Mutasi Titik)
PT. Laborindo Sarana/TD/09 33
Pathogen Detection: 
Swine Flu dan AIV – A/H5/N1/H7
PT. Laborindo Sarana/TD/09 34
Pathogen Detection
example: Salmonella
PT. Laborindo Sarana/TD/09 35
Pork Detection (halal food)
PT. Laborindo Sarana/TD/09 36
Species ID – Fast Run
Babi
Tm : 75.5±0.5 
oC
Sapi
Tm : 74.0±0.5 oC
Ayam
Tm : 76.9±0.5 oC
PT. Laborindo Sarana/TD/09 37
90 sp. Mycoplasma Detection
PT. Laborindo Sarana/TD/09 38
CHO DNA Quantification
PT. Laborindo Sarana/TD/09 39
High Resolution Melting - SNP
PT. Laborindo Sarana/TD/09 40
Protein Expression Assay
13/12/2012
1
PT Kinglab Indonesia
(5-9th december 2011)
“Dilakukan dengan perbandingan (Ekstrapolasi) 
nilai CT sampel pada Kurva Standar PCR”
Kapan dipakai?
Doktor ingin tahu kuantitas virus HIV per ml 
sampel darah pesakit (komformasi penyakit HIV) 
 konfirmasi kromosomal DNA
 Kuantitas copy target gen (virus/bakteri) dalam
volume spesifik.
Langkah terlibat:
a. Sediakan seri pengenceran standar positif dari stock solusi
(106) 
b. 5 standar positif dengan konsentrasi 106, 105, 104, 103, 102 
(untuk menghasilkan kurva standar)
c. Jalan proses PCR pada sampel unknown dan 4 standar
positif. 
d. Analisa kurva standar (plot nilai Ct vs logaritma kuantitas
copy bagi 5 standar positif)
e. Nilai Ct sampel diekstrapolasi pada kurva standar untuk
mencari kuantitas copy (sampel)
Kebutuhan:
a. Konsentrasi positif standar diketahui (contoh 106 copies/ul)
105 104 103 102106SampelNTC
103
102
106
105
104
Sampel 10
2
103
104
105
Ct=26.79
16443.8
Sampel 1
13/12/2012
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20mg sampel
Ekstraksi Sampel
IQREAL  1 Sampel + 4 standar positive (105 -102) + 1 NTC 
Intepretasi hasil qPCR
Sampel tiada nilai Ct Sampel ada nilai Ct
Sampel negatif Sampel positif
Analisa AQ
(virus copy/ul)
1: sample with severe WSSV infection
2: sample with medium WSSV infection
3: sample with light WSSV infection
4: sample with very light WSSV infection
5: WSSV negative sample
6: ddH2O
7: Standard 1, 1000 copies/reaction
8: Standard 2, 100 copies/reaction
9: Standard 3, 10 copies/reaction
M: molecular weight marker
1    2     3     4     5     6    7    8     9   M
Data of IQ2000 WSSV System
Monitor kontaminasi
PCR
Monitor sensitivitas proses PCR
• Monitor kualitas proses ekstraksi
• Monitor kondisi PCR
Internal Control band: 
“Tahap ekspresi gen ditentukan (dihitung) 
secara relatif dengan sampel calibrasi (atau
dinamai Calibrator)”
Kapan RQ dipakai?
Doktor ingin tahu tahap ekspresi virus HIV dalam
darah pesakit (setelah pengobatan) 
 penelitian perbedaan sel kanker dengan sel normal
 Tahap infeksi WSSV dalam sel udang
Langkah terlibat:
a. Sediakan satu standar positif yang diketahui konsentrasi asal
(104 copies DNA wssv + 104 copies DNA udang)
b. lakukan PCR pada sampel dengan satu standar positif (104 )
c. Setelah butuh nilai Ct pada sampel dan Standar positif, 
langsung ke penghitungan formula Ct
Kebutuhan:
a. PCR desain untuk deteksi DNA virus
b. PCR desain untuk deteksi DNA udang (Internal Control)
c. Standar positif kontrol yang  diketahui konsentrasi asal
(konsentrasi DNA virus dan konsentrasi DNA udang -
dipakai sebagai kalibrator)
Formula Kuantifikasi Relatif: 
STEP 1 --  Ct0 = Ct0(FAM) – Ct0(VIC)
STEP 2 --  CtS = CtS(FAM) – CtS(VIC)
STEP 3 -- CtS =  Ct0 -  CtS
STEP 4 -- QRQ = 2
CtS x 10,000 copy/10,000 sel
CtS(FAM) Nilai Ct FAM sampel
CtS(VIC) Nilai Ct VIC sampel
Ct0(FAM) Nilai Ct FAM kalibrator (104 copies)
Ct0(VIC) Nilai Ct VIC kalibrator (104 copies)
Ct Perbedaan nilai Ct FAM dengan VIC
Ct Perbedaan Ct0 dengan CtS
Cycle
5 10 15 20 25 30 35 40
N
or
m
. F
lu
or
o.
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00
Threshold
104Sampel A23 NTC
13/12/2012
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Contohpenghitungan -
Sampel Ct FAM (wssv) Ct VIC (IC)
Standar 104 (Kalobrator) 27.10 25.30
Sampel A23 (unknown) 26.22 24.77
Penghitungan : 
STEP 1 --  Ct0 = Ct0(FAM) – Ct0(VIC) = 27.10 – 25.30 = 1.80
STEP 2 --  CtS = CtS(FAM) – CtS(VIC) = 26.22 – 24.77 = 1.45
STEP 3 -- CtS =  Ct0 -  CtS = 1.80 – 1.45 = 0.35
STEP 4 -- QRQ = 2
CtS x 10,000 copy / 10,000 sel
= 20.35 x 10000 copy / 10000 sel
= 1.275 x 10000 viral copy / 10000 sel udang
Sampel A23 ada 12,750 copy wssv di 10,000 sel udang
Sampel 4 mengandungi 12,750 copy wssv di 10,000 sel udang
Kapan kita tahu situasi samada WSSV pada fase
tersembunyi (latent  phase) atau pada fase reproduksi
(reproductive phase)?
 Daripada data pengujian, di kasus WSSV, semasa
nisbah VIRUS/SEL UDANG melebihi 1 dalam 400 (atau 25 
dalam 10000), virus kemungkinan besar sedang
menghala ke siklus reproduksi (menghasilkan lebih
banyak virus  virus outbreak)
20mg sampel
Ekstraksi Sampel
IQREAL  1 Sampel + 1 standar positive (104) + 1 NTC 
Intepretasi hasil qPCR
Sampel tiada nilai Ct Sampel ada nilai Ct
Sampel negatif Sampel positif
Analisa RQ
(virus copy/10.000 sel udang)
AQ RQ
Unit
Virus copies /
ul sampel
Virus copies / 
104 sel udang
Mengukur dari Kurva kalibrasi ΔΔCt
Jenis sampel Semua jenis matriks Udang sahaja
Sampel pada beda
pengenceran
Hasil PCR beda Hasil PCR sama
Standar
4 standar
(105, 104, 103, 102) 
1 standar
(104)
Maksud Kuantitas templat Tingkat infeksi
Please find the step by step calculation using rotorgene below:
1. open the data
2. select 'Analysis'
3. in the analysis tab, select 'Quantitation'
4. gv your curve threshold (import curve or auto-threshold) - Do for both FAM (virus) and 
Vic (IC)
5. in analysis tab again, select 'delta-delta CT relative quantitation'
6. select 'new analysis', name it if u want, click ok
7. appear 4 box to thick
8. click validation run performed, then click yes
9. click gene of interest quantitation, select FAM of the virus u 1na analysed(eg. WSSV 
FAM)
10. click normaliser quantitation, select VIC of the virus u 1na analysed(eg. WSSV VIC)
11. click calibrator define, select standard 10^4 of the virus(eg. WSSV)
12. a table will come out. the column relative concentration is the ratio, use the positive 
sample ration X 10,000 is equal to ?copy virus / 10,000 cells.
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 Metode isolasi/memisahkan bahan
genetik/asam nukleat (DNA/RNA) daripada
sampel.
Metode Purifikasi:
 Spin Colume, membrane filter…
 Solvent based extraction – Lysis, RNA Extraction   
solution, CTAB-DTAB, TRIzol, DNAzol……
 Salt based extraction
 Magnetic Beads – Silica BOOM, TACO machine, Qiagen
BioRobot…
Kategori kepada 3 Jenis:
1. Total DNA Ekstraksi
2. Total RNA Ekstraksi
3. Total Asam Nukleat Ekstraksi (DNA+RNA serentak)
LYSIS CTAB-DTAB SILICA TACO mesin
Solvent Tiada Chloroform Tiada Tiada
Recovery 
DNA 
Bagus Sangat Bagus Sangat Bagus Sangat Bagus
Kualitas
DNA
Bagus Sangat bagus Sangat bagus Sangat bagus
Kebutuhan
waktu 40minet 1jam30minet 1jam
50minet
(by mesin)
Kelebihan
Cocok
kuantitas
sampel yang 
banyak dan
rutin
Cocok untuk
sampel yang 
“kotor”
Ekstraksi DNA & 
RNA serentak.
Cocok kuantitas
sampel yang 
banyak dan
rutin
Ekstraksi DNA & 
RNA serentak.
Cocok kuantitas
sampel yang 
banyak dan
rutin
Kondisi simpan 200 reaksi
SILICA Suhu ruang 8ml, 1g/ml
GT Buffer Suhu ruang 280ml/botol
DEPC ddH2O 4°C 200ml/botol
SILICA particle
 Bahan yang mempunyai ciri-ciri menempel DNA dan RNA  
dalam buffer yang butuh kondisi tertentu : pH rendah, 
kekuatan ionik tinggi, kehadiran “Chaotropic salt”.
GT Buffer
 Mengandungi GuSCN (Guanidium Thiocyanate) dan EDTA
Metode yang sangat digemari oleh industri biology 
molekular karena beberapa faktor berikut: 
 Ekstraksi DNA dan RNA serentak.
 Proses ekstraksi tidak diperluhkan pelarut organik
(chloroform) yang beracun dan bahaya.
hasil ekstraksi banyak dan kualitas tinggi
 Cara kerja yang mudah, user friendly dan efisien.
SILICA 
BINDING 
DNA/RNA
WASHING ELUTION
20mg Sampel
900ul GT buffer
40ul SILICA
12000rpm 
15 detik
Vortex 10s
Pindah
600ul 
lapisan
jernih
500ul GT buffer
12000rpm 
15 detik
Buang
supernatan
12000rpm 
15 detik
Pindah
500ul 
Ke tabung
baru
1000ul DEPC
Buang
supernatan
Inkubasi
55C, 10min
12000rpm 
3min
Vortex 20s
Buang
supernatan
1000ul 70% EtOH
Vortex 20s
Pipet
ethanol
12000rpm 
2min
Vortex 20s
Cara Kerja (SILICA) - 1 
 PENTING!!!
 Sampel beku JANGAN dicair (suhu ruang)
 Enzim dalam sel sampel akan degradasi
DNA/RNA sampel.
 Sampel harus diambil semasa beku.
1. Timbang sampel 20mg, masuk ke dalam tabung
1.5ml, tambahkan 900 ul GT buffer. Homogen
sampel dengan “micropestle” atau “sumpit sekali
pakai buang”.
2. Sentrifugasi 12.000 rpm selama 3 menit.
3. Sediakan tabung 1.5ml baru, masukkan 40ul 
SILICA ke dalam tabung baru ini. 
4. Setelah sentrifugasi, pindahkan 600ul lapisan atas
aquas ke dalam tabung baru (yang tersedia step 3)
5. Sentrifugasi 12.000rpm selama 15 detik. 
Kemudian buang supernatan
Cara Kerja (SILICA) - 2 
Cara Kerja (SILICA) - 3 
 GT buffer 
 Rasio sampel (100ul/20mg): GT buffer (900ul)
menyediakan kondisi yang sesuai untuk SILICA 
menempel dengan DNA/RNA. 
GuSCN (Guanidium Thiocyanate) dan EDTA 
menghalang aktivitas enzim DNase dan RNase. 
6. Masukkan 500ul GT buffer untuk cuci pellet SILICA. Vortex 
pellet sampai larut sepenuhnya (bisa pecahkan pellet dengan
tip pipet)
7. Sentrifugasi 12.000rpm selama 15 detik. Buang supernatan.
8. Tambah 1000 ul 70% ethanol untuk cuci pellet SILICA. Vortex 
pellet SILICA sampai larut sepenuhnya (bisa pecahkan pellet 
dengan tip pipet)
9. Sentrifugasi 12.000rpm selama 15 detik. Buang supernatan. 
Pipet buangkan 70% ethanol yang berlebihan.
Cara Kerja (SILICA) - 4 
10. Tambah 1000 ul DEPC ddH2O untuk larutkan pellet SILICA. 
Vortex pellet SILICA sampai larut sepenuhnya. Inkubasi pada
55 C selama 10 menit. vortex dan sentrifugasi 12.000 rpm 
selama 2 menit.
11. Pindahkan 500ul supernatan ke tabung 1.5ml baru. DNA siap
sedia untuk aplikasi selanjutnya.
Cara Kerja (SILICA) - 5 
 Proses sentrifugasi
 sentrifugasi pada step 5, 7 & 9 JANGAN melebihi 20 detik, 
karena akan membentuk pellet SILICA yang susah
dipecah/dilarut pada step kemudian.
 Proses pencucian
 Step 6, 8 & 10 melibatkan pencucian pellet SILICA. Pellet 
SILICA bisa dipecahkan dengan pipet tip.
 Residu GuSCN (Guanidium Thiocyanate) & EDTA
 Residu GuSCN dan EDTA akan menghalangi proses PCR.
 pada step 9, pastikan lebihan ethanol dibuang sepenuh
nya dengan bantuan pipet. 
Seperasi
Magnetic
Sampel
biologi
kompleks
Acid 
nukleat
murni
Proteins 
and Lipids
Wash buffer
3.
Purifikasi asid nukleat, 
pembuangan inhibitor
Elution buffer4.
Recover asid nukleat
Silica
Low [GuSCN]
pH > 8.0
Silica
2. Penempelan
asid nukleat
High [GuSCN]
neutral pH
Sample + Lysis buffer
Nucleic acid
1.
Pelepasan asid nukleat
Kestabilan
High [GuSCN]
neutral pH
Fungsi: ReaksiKimia:
Metode Ekstraksi Silica Bead (TACO mesin)
Analisa Asid Nukleat
- Metode Konvensional
(Run crude extract DNA/RNA in agarose gel)
Lambda DNA
marker
Whole Blood DNA 
Lambda DNA cut with 
Hind III marker
Whole blood genomic DNA
Kualitas DNA dalam 1% Agarose Gel
Degraded RNA
DNA
28S
18S
5S rRNA, tRNA, 
and other small 
RNA molecules
mRNA = background smear
high  low MW
100  50   25 ng
Genomic DNA 
markers
Kualitas RNA dalam 1% agarose gel
DNA/RNA kualitas profile -
elektroforesis
Genomic DNA: 
0.6% to 1% gel, running buffer electrophoresis 
at 70–80 volts, 45–90 minutes.
Total RNA: 
1% to 2% gel, running buffer electrophoresis 
at 80–100 volts, 20–40 minutes.
Analisa Asam Nukleat
- Spektrofotometri
By measuring the amount of light absorbed by your
sample at specific wavelengths, it is possible to
estimate the concentration of DNA and RNA. Nucleic
acids have an absorption peak at ~260nm.
Menentukan Konsentrasi
Menentukan Kemurnian
[dsDNA] ≈ A260 x (50 µg/mL)
[ssRNA] ≈ A260 x (40 µg/mL)
A260/A280 ratio = ~1.8 for dsDNA,
~2.0 for ssRNA.
<1.7 = indicate significant protein contamination.
 Simpan hasil ekstraksi DNA dalam TE buffer 
pada –20 °C to –80 °C untuk jangka panjang.
 Simpan hasil ekstraksi RNA dalam RNase-
free ultra pure water (example DEPC water) 
pada –20 °C to –80 °C untuk jangka panjang.
Kondisi Penyimpanan
 DEPC (Diethylpyrocarbonate) ddH2O
DEPC berinteraksi dengan bagian aktif residu
histidine pada RNase dan ireversibel menonaktipkan
RNase. 
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Setting profile baru (Rotorgene Software):
1) Klik 2X logo “Rotor-gene” pada layar monitor.
2) Muncul “New Run”. 
3) Klik “Advanced”  Klik “Two Step”
4) Muncul jendela “New Run Wizard”. 
5) Pilih type rotor yang sesuai (36-Well Rotor 
atau lain yang cocok pada pengujian)
6) Beri cek list pada “Locking Ring Attached”
7) Klik “Next”
8) Muncul jendela untuk isi informasi.
9) Klik “Next”
Nama operator
Informasi Pengujian
Total volume reaksi
10) Muncul jendela untuk edit PCR profil dan Gain Optimasi.
11) Klik “Edit Profile”
Setting PCR profile
Setting Gain 
Optimasi
PROFIL DNA sahaja
(WSSV, IHHNV, KHV sahaja)
1. 93°C – 15 seconds
2. 60°C – 60 seconds
(ulangi 40 siklus)
PROFIL UNI-IQ RNA
(DNA & RNA VIRUS test serentak)
(WSSV, IHHNV, TSV, IMNV, YHV, 
KHV, SVC)
1. 42°C – 30 minutes
(Hold – 1 siklus)
2. 93°C – 15 seconds
3. 60°C – 60 seconds
(ulangi 40 siklus)
12) Muncul jendela untuk edit profil siklus dan suhu.
 Untuk RNA profile  klik “Hold”  klik edit suhu dan edit 
waktu.
 Untuk DNA profile  klik “Hold”  klik “Remove”
Edit “Hold”
Edit “siklus”
Edit suhu
Edit waktu
Sisip step sebelum
Sisip step selepas
Hapus step
Edit “Hold”
Edit suhu
Edit waktu
 Untuk RNA profile  klik “Hold”  klik edit suhu dan edit 
waktu.
 Untuk DNA profile  klik “Hold”  klik “Remove”  klik “Yes”
Edit 1st Step
( klik pada bagian 1st step, 
warna kerabu muncul )Edit “siklus”
Edit suhu
Edit waktu
Edit deteksi
saluran
12) Muncul jendela untuk edit profil siklus, suhu, waktu, saluran.
13) Klik bagian 1st Step  klik edit suhu dan edit waktu.
1st Step 2nd Step
Edit suhu
Edit waktu
Edit 2nd Step
( klik pada bagian 2nd step, 
warna kerabu muncul )
14) Klik bagian 2nd Step  klik edit suhu, edit waktu dan edit 
deteksi saluran. 
2nd Step
14) Klik bagian 2nd Step  klik edit suhu, edit waktu dan edit 
deteksi saluran. 
2nd Step
Edit suhu
Edit waktu
15) Muncul jendela edit deteksi saluranklik “Yellow”  klik
 pastikan “Green” dan “Yellow” di dalam kotak “Acquiring 
Channels”
Edit deteksi
saluran
16) Klik “Gain Optimisation”
Setting Gain 
Optimasi
17) Klik tombok pada “Channel Setting”  klik
Green klik “Add”
(ulangi step sama untuk saluran Yellow selepas ini)
18) Klik “OK”.
(ulangi step sama untuk saluran Yellow selepas ini)
19) Beri cek list pada “Perform Optimisation Before 1st
Acquisition” 
20) Klik “Close”
Beri cek list
21) Klik “Next” (setelah siap setting “Edit Profile” 
dan “Gain Optimisation”)
Mengubah setting awal
Mulai PCR test
PCR profile setting 
disimpan untuk
pengujian selanjutnya
22) Klik “Save Template”
23) Muncul jendela “Save as”  cari/pilih lokasi folder 
untuk menyimpan setting PCR profile. 
(Nama PCR profile setting = filename.ret)
Nama file automatis pakai
tanggal hari pengujian
24) Tukar nama file yang diingini / mudah dikenali
25) Klik “Save”
Nama file automatis pakai
tanggal hari pengujian –
tukar nama file ke nama
yang mudah diingat.
26) Klik “Start Run”
27) Muncul jendela “Save as”  cari/pilih lokasi folder untuk
menyimpan data PCR file. (Nama data PCR = filename.rex)
28) Tukar nama file  klik “Save”
Nama file automatis pakai
tanggal hari pengujian – tukar
nama file ikut rekod/kode
sampel pengujian
29) Muncul jendela label sampel pengujian.
 Boleh edit sekarang ATAU 
 Klik “Finish” untuk edit kemudian (boleh edit semasa PCR 
test sedang dijalanlan ATAU selepas siap PCR test).
Edit unit  
(copies/ul)
Edit format 
nombor
Edit nama
sampel
Edit nama page 
(sekiranya run 2 virus dalam 1 
test serentak – 1 virus 1 page)
Edit katagori
sampel
Edit konsentrasi
positif standar
Klik “OK” siap edit
30) Klik “New”
31) Muncul jendela “Edit Samples” baru
32) Start edit informasi (virus test ke-2) pada posisi yang 
cocok pada tabung dalam rotor tertentu.
Klik “OK” siap edit
Pakai profile lama (Pra-setting IQREAL test):
1) Klik 2X file yang berlabel “IQREAL-DNA profile (wssv, 
ihhnv, khv only)” (atau nama file lain) pada layar monitor.
2) Muncul layar utama software Rotorgene.
3) Klik tombol “START”
4) Muncul jendela “Profile Run Confirmation”.
5) Klik “START”
6) Muncul jendela “Save as”  cari/pilih lokasi folder untuk
menyimpan data PCR file. (Nama data PCR = filename.rex)
7) Tukar nama file  klik “Save”
Nama file automatis pakai
tanggal hari pengujian – tukar
nama file ikut rekod/kode
sampel pengujian
8) IQREAL-PCR test mulai
9) Klik “Sample” untuk label/edit informasi sampel.
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Pengenalan :
I. Kesalahan yang sering dilakukan
II. SOP Penggunaan Mikropipet
III. Maintenance Pipet
1. Pegang bagian ujung pipet semasa mengubah pipet
volume.
2. Ketuk pipet dengan tip semasa ambil tip.
3. Letak pipet di atas bench semada tidak dipakai
4. Pipet tidak cocok dengan tips.
5. Pipet tidak lurus semasa ambil reagent.
6. Pipet masuk ke kedalaman yang salah.
7. Kotak tip tidak cocok dengan tip yang dipakai.
8. Pipet volume tidah set maximum semasa tidak dipakai
9. Ambil reagen dan bebas reagen dengan cepat
10. Pakai pipet volume besar ambil reagen volume kecil
1. Pegang bagian hujung pipet semasa mengubah
pipet volume  Kontaminasi
2. “Ketuk” pipet dengan tip semasa ambil tip.
3. Letak pipet di atas bench 
semasa tidak dipakai
 Kontaminasi
4. Pipet tidak cocok dengan tips 
 tekanan udara dalam tip tidak ketat, 
reagen menitis keluar.
5. Pipet tidak lurus
semasa ambil reagent
 tidak tepat volume
6. Pipet tip pada kedalaman yang salah.
 terlalu dalam akan membentuk titisan pada
dinding luar tip (pipetting lost – terutama Taq
DNA Polymerase)
 terlalu dangkal akan menyebabkan fluktuasi
reagen (reagen tidak tepat)
Volume Pipet Pencelupan optimum
0.1 -10 µL 1-2 mm
10 - 200 µL 2-3 mm
200 - 2000 µL 3-6 mm
2000 µL and higher 6-10 mm
7. Kotak tip tidak cocok dengan tip yang dipakai.
PIPET – CAP AYAMTIPS – CAP ITIK KOTAK TIP – CAP SAPI
1. Pegang bagian hujung pipet semasa mengubah pipet
volume.
2. Ketuk pipet dengan tip semasa ambil tip.
3. Letak pipet di atas bench semada tidak dipakai
4. Pipet tidak cocok dengan tips.
5. Pipet tidak lurus semasa ambil reagent.
6. Pipet masuk ke kedalaman yang salah.
7. Kotak tip tidak cocok dengan tip yang dipakai.
8. Pipet volume tidah set maximum semasa tidak dipakai
9. Ambil reagen dan bebas reagen dengan cepat
10. Pakai pipet volume besar ambil reagen volume kecil
SOP  Penggunaan Mikropipet
SOP  Penggunaan Mikropipet
a) Pra-basahkan pipet tip
b) Periksa tip sebelum dan selepas pipet
c) Keluarkan pipet terus dan lurus dari bekas semasa ambil
reagen.
d) Pakai tip yang cocok pipet 100%
e) Berhenti sebentar semasa aspirasi reagen
f) Masuk tip pada kedalaman yang tepat
g) Gunakan kuasa yang konsistan untuk aspirasi dan
pelepasan reagen
h) Volume pipet set ke maximum semasa tidak dipakai
i) Operasi pada suhu yang sama (pipet dan reagen)
j) Kurangkan sentuhan langsung dengan pipet dan bekas
reagen
PERHATIAN – APLIKASI IQREAL KIT
 Pra-basahkan pipet tip 3 kali dengan Chloroform
meningkatkan kelembapan ruangan udara tip, 
dengan demikian mengurangkan evaporasi reagen. 
 Chloroform pelarut organik
volatile yang cenderung
meruap pada suhu ruang.
 Pemindahan chloroform 
dengan tip yang sama ke
beberapa sampel tanpa pra-
basah volume reagen
kurang pada sampel awal.
SterilisasiPipet (De-kontaminasi – asid nukleat)
Metode-metode :
I. Pembersihan Umum
II. Autoclave (seluruh pipet)
III. Glycine /HCl Solution (seluruh pipet)
IV. UV (permukaan)
V. RNaseAWAY (permukaan)
I. Pembersihan Umum
a) Dismantle pipet
b) Bersihkan piston dengan 70% etanol.
c) Swap permukaan bagian atas, bawah dan ejektor
sleeve dengan detergen, sabun atau Isopropanol.
d) Cuci dengan ddH2O, biar kering. 
 Bleach / Chlorox (pemutih 5-10%)
 Aplikasi pembersihan perlukan 0.05% -
0.5%. Pengenceran 10-100X pada pemutih. 
II. Autoclaving 
a) Dismantle pipet
b) Cuci kotoran pada permukaan pipet.
c) Balut bagian pipet dengan autoclave bag, 
aluminum foil atau kertas.
d) Suhu 121°C, pressure 1 bar, selama 20 menit.
e) Biar dingin suhu ruang, kering.
1.   Tidak boleh pakai detergen, sabun atau Sodium 
hypochlorite semasa autoclaving. 
2. Suhu ≤ 121°C.
Fully -Autoclavable Pipet
EPPENDORF -Research PLUS
CAPP - Ecopipette
EPPENDORF  - Research Pipet
(Partly autoclavable only)
Ejection sleeve
Pipet lower part
GILSON Pipetman
(Partly autoclavable only) 
Hanya bagian warna biru bisa autoclave.
Formula  Pencuci:  10X stok solution
30.6 g NaCl
39.2 g Glycine
523 mL ddH2O
Tambah 1N HCl hingga 1000 mL
Aplikasi :
a) Mengencer 10X stok solution menjadi 1X buffer solution.
b) Rendam bagian bawah pipet pada suhu 95°C selama 30 menit.
c) Cuci bersih semua bagian dengan ddH2O.
d) Biar kering di bawah 60°C.
e) Instal selepas capai suhu ruang.
III. Glycine/HCl (pH2)
IV. UV
a) Swap permukaan pipet dengan detergen, sabun atau
Isopropanol.
b) Cuci dengan ddH2O, biar kering.
c) Letak pipet di bench / laminarflow / PCR cabinet, on UV. 
1. 30-watt low-pressure mercury-vapor lamp.
2. Wavelength254 nm.
3. Jarak optimum lampu dan pipet ~ 60 cm.
 UV hanya sterillisasi permukaan pipet, bukan
dalam pipet.
IV. RNaseAWAY solution
a) Semprot permukaan pipet dengan reagen RNaseAWAY. 
b) Swap dengan tisu bersih (lint free) .
c) Cuci dengan ddH2O, biar kering.  
Key Faktor Sukses PCR
Skill
Speed
Suhu
3S
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Ekstraksi
• Lysis buffer, Dtab-Ctab, RNA ekstraksi
• SILICA, TACO (automatis purifikasi mesin)
Real-Time 
PCR
• ON mesin, setup profil PCR
• AQ (4 standar positif + sampel + NTC)
• RQ (1 standar positif 104 + sampel + NTC)
Analisa
hasil PCR
• Evaluasi data hasil PCR
• Report positif atau negatif
Silica Ekstraksi Kit (untuk 200 reaksi)
a) Silica (8ml, 1g/ml)
b) GT Buffer (280 ml)
c) DEPC ddH2O (200 ml)
PCR komponen (untuk 200 reaksi)
a) Real-Time PreMix (4 vials, 1100 ul/vial)
b) Dual P(+) Standard (1 vial, 100 ul/vial, 106 copies/ul)
c) Yeast tRNA (1 vial, 500 ul/vial, 40ng/ul)
d) IQzyme DNA Polymerase (1 vial, 2U/ul, 400 ul/vial)
e) RT enzyme (1 vial, 200ul/vial) – RNA virus sahaja
2 ul Standar Positif + 18 ul yeast tRNA
105 104 103 102 101Stok 106
2 ul 2 ul2 ul2 ul 2 ul
“sekurang-kurang 4 standar positif per test”
Stok dual-standar positif 106 DNA WSSV + 106 DNA Udang.
Seri  pengenceran standar positif simpan selama 2-4 minggu.
Sediakan kurva standar positif –
 Setiap kali buka kit PCR baru
 Setiap 50 test
IQREAL PCR system – Preparasi standar kurva
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1) Vortex mixer – vortex (mixing) reagen atau DNA sampel sepenuhnya sebelum dipakai.
2) Mini-spin – untuk turunkan reagen yang berada di bagian penutup tabung 1.5ml and tabung
PCR 0.2ml sebelum dibuka dan dipakai.
3) Filtertips – filtertips boleh mengurangkan kontaminasi berlaku. Pengajian menunjukkan pakai
filtertips boleh mengurangkan 80% kontaminasi berlaku.
4) Kualitas pipet bagus dengan pipet holder – pipet kualitas bagus untuk memastikan
pemindahan PCR reagen yang akurasi. Pastikan pipet diletak pada pipet holder semasa tidak
dipakai, untuk mengelakkan kontaminasi pada pipet.
5) Konsumabel disimpan dalam bekas bersih yang ditutup –
6) 1.5ml cooler – semasa preparasi PCR reagen, pastikan PCR reagen yang sensitif suhu
sentiasa dalamkondisi dingin.
7) 0.2ml PCR cooler – PCR mastermix disediakan dalam kondisi dingin.
8) 0.2ml PCR rack – untuk label tabung PCR 0.2ml.
9) Spedor tersendiri – spedor jangan diambil masuk atau keluar dari PCR kabinet.
10) Bekas untuk buang tips – bekas jangan diambil masuk atau keluar dari PCR kabinet.
11) Ukuran tips yang panjang – filtertips 10ul harus butuhi ukuran 4cm ke atas, untuk
mengelakkan sentuhan pipet dengan reagen.
IQ2000-WSSV
1ST PCR
First PCR Premix  7.5 ul
IQzyme DNA Polymerase  0.5 ul
Sample DNA / P(+) Std  2.0 ul
Nested PCR
Nested PCR Premix  14 ul
IQzyme DNA Polymerase  1.0 ul
IQREAL-WSSV
Real-Time Premix  21 ul
IQzyme DNA Polymerase  2.0 ul
Sample DNA / P(+) Std  2.0 ul
IQREAL-DNA VIRUS
(WSSV, IHHNV, KHV)
Real-Time Premix  21.0 ul
IQzyme DNA Polymerase  2.0 ul
Sample DNA / P(+) Std  2.0 ul
IQREAL-RNA VIRUS 
(TSV, IMNV, YHV, 
SVC)
Real-Time Premix  20.0 ul
IQzyme DNA Polymerase  2.0 ul
RT-enzyme  1.0 ul
Sample RNA / P(+) Std  2.0 ul
Langkah Kerja:
a. Sediakan kuantitas tabung 0.2ml yang butuh untuk semua PCR reaksi – sampel, positif
standar, NTC (negatif kontrol)
b. Sediakan Tabung 1.5ml sekiranya volume PCR mastermix melebihi 200ul.
c. Label semua tabung PCR 0.2ml di rak PCR 
(jangan label tabung pada PCR cooler 0.2ml – kurangkansentuhan pada PCR cooler, 
cooler boleh kekal dingin lebih lama)
a. Keluarkan reagen Real-Time Premix, Positif kontrol dan yeast tRNA buffer, biar cair.
b. Keluarkan cooler 1.5ml dan cooler 0.2ml dari freezer. Pindahkan semua tabung kosong
0.2ml ke cooler.
c. Real-Time Premix di mixing dengan up side down (elakkan vortex kuat). Ulangi mixing 
dengan pipet reagen ulangi beberapa kali dengan filtertips kemudian.
d. spin 1 detik semua tabung reagen sebelum dibuka penutupnya. (supayatiada reagen
pada penutup semasa kita buka – kontaminasi)
e. Keluarkan Iqzyme dari freezer, letak dalam cooler 1.5ml. 
f. PindahkanIqzyme yang dibutuhike tabung mastermix.
g. PindahkanReal-Time Premix yang dibutuhi ke dalam tabung mastermix. Mixing 
mastermix reagen dengan filtertips yang sama, elakkan pembentukan buih (bubble)
h. Tips – jangan tekan semua atau lepas semua tombol pipet semasa mixing.
i. Pindahkan23ul reagen mastermix ke semua tabung baru 0.2ml.
j. Pindahkan2ul NTC ke dalam tabung PCR yang punyai 23ul reagen mastermix.
k. Pindahkan2ul sampel DNA ke dalam tabung PCR yang punyai 21ul reagen mastermix.
l. Pindahkan2ul positif kontrol ke dalam tabung PCR yang punyai 21ul reagen mastermix.
m. Spin 1 detik semua tabung PCR 0.2ml, masukkan tabungke PCR mesin.
Jangan keluarkan IQzyme (Taq DNA Polymerase) sampai ia butuh dipakai.
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Masukkan 2ul template DNA ke dalam tabung PCR 
NTC  DNA sampel Positif kontrol
Ekstraksi sampel
Pellet DNA/RNA
(ddH2O / TE buffer / DEPC)
Preparasi
PCR Mastermix
1. Sampel negatif
Monitor kontaminasi
sepanjang proses
ekstraksi
2. Reagen melarutkan
pellet DNA/RNA
Monitor kontaminasi
reagen pelarutan pellet
3. Bukan reagen melarutkan
pellet DNA/RNA (ddH2O / 
yeast tRNA / DEPC)
Monitor kontaminasi proses
preparasi mastermix PCR
IQREAL PCR System – protocol amplifikasi
PROFIL DNA sahaja
(WSSV, IHHNV, KHV sahaja)
1. 93°C – 15 seconds
2. 60°C – 60 seconds
(ulangi 40 siklus)
PROFIL UNI-IQ RNA
(DNA & RNA VIRUS test 
serentak)
(WSSV, IHHNV, TSV, IMNV, YHV, 
KHV, SVC)
1. 42°C – 30 minutes
(Hold – 1 siklus)
2. 93°C – 15 seconds
3. 60°C – 60 seconds
(ulangi 40 siklus)
Sampel prep – Silica ekstraksi
Turn on machine – PCR profil setup
Assay Setup – PCR reagen preparasi
Real-Time PCR proses
Data Interpretasi
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DUPLEK deteksi dalam satu 0.2ml tabung PCR
 Green channel (FAM) – deteksi DNA virus sinyal
 Yellow channel (VIC) – deteksi DNA Udang sinyal (IC)
“Setiap tabung kumpul 2 set data”
Pemancaran LED
VIC
FAM
Deteksi alat
optik
Interpretasi Data GREEN (FAM) –
Deteksi DNA Virus
YELLOW (VIC) –
Deteksi DNA Udang
(Internal Control)
1 sample 
punyai 2 data
1 sample 
punyai 2 data
GREEN (FAM) –
Deteksi DNA Virus
YELLOW (VIC) –
Deteksi DNA Udang
(Internal Control)
(4) Nilai Ct sama/dekat
(2) Tingkat fluoresen awal
tak jauh beda
(1) Titik penempuan dekat
(3) NTC
(5) Beda Ct 3.32 
untuk 10X 
konsentrasi
(6) R2 ~ 0.99-1.0
(8) PCR efisiensi
~ 0.90 – 1.05 
(7) M ~ -3.32
1. Preparasi pengenceran positif standar yang bagus harus
menunjukkan 5 titik kurva standar berakhir pada titik sama (atau
dekat).
2. Preparasi reagen yang bagus akan menghasilkan baseline yang bagus, 
sinyal fluoresen mula dari titik sama/dekat.
3. NTC tidak potong baris threshold
4. Perbedaan nilai Ct target DNA virus dan target DNA udang harus
sama/dekat.
5. Perbedaan nilai Ct antara pengenceran 10X ialah 3.32 (konsistan 3.0-
3.5)
6. R^2 harus di lingkungan 0.99-1.00
7. Kelerengan (M) kurang lebih -3.32
8. PCR efficiency kurang lebih 0.90-1.05
Cycle
5 10 15 20 25 30 3 5 40
N
or
m
. 
F
lu
o
ro
.
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00
Thr eshold
Cycle
5 10 15 20 25 30 35 40
N
or
m
. F
lu
or
o.
0 .7
0 .6
0 .5
0 .4
0 .3
0 .2
0 .1
0 .0
Thres hold
1. Preparasi pengenceran positif standar yang bagus harus
menunjukkan 5 titik kurva standar berakhir pada titik sama
(atau dekat).
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2. Preparasi reagen yang bagus akan menghasilkan baseline yang 
bagus, sinyal fluoresen mula dari titik sama/dekat. 
 Mixing reagen tidak sempurna konsentrasi berlainan.
 Volume reagen dalam tabung PCR 0.2ml tidak sama.
3. Ada nilai Ct pada NTC, sinyal yang terkumpul memotong
garis threshold.
 Kontaminasi template semasa PCR reagen preparasi.
 Optimasi desain PCR reagen tidak bagus – wujudnya primer-dimer
atau hair-loop.
 Konsentrasi primer tidak optimasi.
 Konsentrasi Ion bebas tidak tepat
 Reagen premix tidak sesuai, cuba dengan reagen premix brand lain.
Cycle
5 10 15 20 25 30 35 40
N
o
rm
. F
lu
o
ro
.
0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00
Threshold
Sampel – Ct 26.06
Standar 104 – Ct 19.42
NTC – Ct 37.87
Standar DNA WSSV Standar DNA Udang
4. Standar punyai konsentrasi sama harus punyai nilai Ct sama.
 Origin stok dual-standar positif 106 DNA WSSV + 106 DNA Udang.
 Mixing reagen tidak sempurna konsentrasi berlainan.
 Volume reagen dalam tabung PCR 0.2ml tidak sama.
Rumusan 1 : 
Perbedaan Ct di standar kurva, 
2n = pengenceran (n = nilai Ct)
Contoh: 
Pengenceran 10X
2n = 10
N = 3.32
5. Perbedaan nilai Ct antara pengenceran 10X harus 3.32
(konsisten 3.1 – 3.5) 
 Origin stok dual-standar positif 106 DNA WSSV + 106 DNA Udang.
 Mixing reagen tidak sempurna konsentrasi berlainan.
 Volume reagen dalam tabung PCR 0.2ml tidak sama.
3.16
3.11
3.85
2.95
(6) R2 ~ 0.99-1.0
6. R^2 harus di lingkungan 0.99 – 1.00.
 Semua 5 titik standar positif membentuk garis LURUS = 1.00.
 Mixing reagen tidak sempurna konsentrasi berlainan.
 Volume reagen dalam tabung PCR 0.2ml tidak sama.
 Seri pengenceran standar sudah degradasi – selepas banyak
kali frozen-cair (sediakan pengenceran standar baru)
7. Kelerengan/kecerunan (M) harus kurang lebih -3.3219.
 Semua 5 titik standar positif membentuk garis LURUS
 Mixing reagen tidak sempurna konsentrasi berlainan.
 Volume reagen dalam tabung PCR 0.2ml tidak sama.
M = -3.3219
Rumusan 2 : Eksponensiol Amplifikasi, E = 10–1/slope
 Seandainya setiap siklus PCR, proses PCR akan
menghasilkan 2 kali ganda produk PCR (maka E = 2).
Controh:
E = 10–1/slope
2 = 10–1/slope
Slope (M) = -3.3219
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2 copies 8 copies4 copies
PCR efisiensi dalam teori = 100% 8. PCR efisiensi kurang lebih 90% - 105%
PCR Efisiensi =
Contoh :
Slope,M = -3.436 (kurang perfect)
E = 10–1/slope = 10–1/-3.436
E = 1.954
PCR Efisiensi, Ef = (E – 1)
= (1.954 – 1)
= 0.954 (or 95.4%)
Rumusan 3 :  PCR Efisiensi = (E – 1)
Rumusan 2 : Eksponensiol Amplifikasi, E = 10–1/slope
Siklus 35
Siklus 40
Xn = PCR produk selepas siklus n
X0 = nomor copy bermula
Ef = PCR efisiensi
n = nomor siklus
Rumusan 4 :  Xn = X0 (1 + E)n
Kasus 1 : E = 1.0 Kasus 2 : E = 0.9
Xn = 1 (1 + 1)40
= 1099511628000
Xn = 1 (1 + 0.9)40
= 141300610500
8. PCR efisiensi kurang lebih 0.90 – 1.05.
 PCR efisiensi rendah (<100%)
 primer desain tak bagus
 kondisi PCR belum optimasi
 PCR efisiensi tinggi (> 100%)
 pengenceran kurang bagus
muncul produk non-specifik
wujudnya perencat (inhibitor)
Sekian Terima Kasih
Rotorgene
Dra . Wini Kania
ROTORGENE
Keunggulan Rotorgene:
• Sistem Rotary sehingga keseragaman suhu paling baik yaitu 0.01o C 
dibandingkan dengan system block yaitu 0.25-0.5o C.
• Tidak memerlukan ROX reference dye karena system pencahayaan 
yang simple sehingga tidak memerlukan lagi adjustment untuk 
pencahayaan, dibandingkan dengan system lain yang system 
pencahayaannya rumit.
• Tidak memerlukan kalibrasi yang sulit karena system pencahayaannya 
statis.
• Tidak memerlukan re kalibrasi ketika dipindah tempatkan.
• Garansi untuk LED seumur hidup dibandingkan dengan brand lain 
yang menggunakan halogen lamp yang memiliki masa pakai.
• Memiliki channel untuk HRM (hardware dan software), dibandingkan 
dengan brand lain yang hanya memiliki HRM software.
Cara Kerja Rotorgene
Cara kerja
Troubleshooting
Maintenance
Kalibrasi
Cara Kerja
low copy 
target
(e.g. ~103 copies)
S
IG
N
A
L 

(n
or
m
al
iz
ed
 fl
uo
re
sc
en
ce
)
TIME
(amplification cycles)
Low     
= higher copy no.
amplifies sooner
High CT
= lower copy no.
amplifies later
threshold of
detection
Real-Time
Amplification 
Plot
high copy target
(e.g. ~108 copies)
Initial lag
phase
no signal 
detected
log phase
signal ~doubles
every cycle
plateau phase
reaction slows & stops as a 
component becomes limiting
End point
(not quantitative)
CT
CT = threshold cycle (fractional cycle number where signal crosses a threshold of detection)
Prinsip real-time PCR
• Nyalakan Laptop
• Nyalakan Rotor Gene
• Persiapkan reaksi Real Time PCR sesuai 
dengan petunjuk kit.
• Double Click icon 
Cara Kerja Rotorgene
Rotor-Gene Q Series Software 1.7.lnk
Rotorgene Q Software
Double klik pada RGQ Q series software 
version 1.7 desktop icon to initiate the 
software. Screen pembuka akan muncul 
pertama kali software dibukaRotor-Gene Q Series Software 1.7.lnk
Acquisition dan file 
management
instrument & 
method settings 
analysis dan 
reports
Sample monitor dan editor
Contoh Program Real time PCR
Pewarna: FAM—channel: green
Window Awal
Pilih
Click
Check Rotor
Click bagian ini
Untuk 0.2 ml PCR tube pakai rotor merah. Terlebih dahulu buka locking ring
(warna silver) kemudian masukan PCR tube kedalam lubang antara 1-36. 
Jangan Lupa tempelkan locking ring kembali seperti diatas.
Check Rotor
Click Next
Program PCR untuk initial 
denaturation
Ubah waktu jadi 5 menit
Click
Program PCR untuk 
step cycling
Click Cycling
Atur waktu pada step cycling
Click
Jumlah Cycle biasanya 35-40 Cycles
Atur suhu & waktu sesuai protocol kit PCR
Click ubah jadi 5 detik
Atur waktu pada step cycling
Atur waktu pada step cycling
Click untuk mengatur 
waktu proses annealing
dan elongasi/extention menjadi
10 detik
Atur Channel
Click
Atur Channel
Click sehingga hanya
Green saja
Atur Channel
Click OK
Atur cycle
Click ganti jumlah cycle yang diinginkan misal : 35
Atur cycle
Ubah menjadi 35
Click OK
Atur cycle
Telah berubah menjadi 35
Start Run
Click start run
Mesin akan mulai bunyi dan running setelah di click
Save Run File
Pilih atau buat folder baru untuk save
Pengisian nama sample
Masukkan detail sampel dan pilih No untuk sampel yang tidak dilakukan
Pengisian nama sample
Click
Pilih No untuk sampel yang tidak digunakan
Pengisian nama sample
Click Ok
Run
Waktu tersisa
Tunggu sampai selesai sampai  terlihat tulisan run completed
Hasil
Click Auto Scale
Hasil
Hasil
Click Analysis
Analisis
Click Show
Analisis
Click
Analisis
Close
Analisis
Click untuk jadi Log Scale
Analisis
Click
Analisis
Analisis
Dinaik turunkan dengan melihat posisi 
NTC  (ungu) dan Pos ctrl V155  (Biru)
Nilai Ct
Nilai Ct value mempunyai hubungan dengan konsentrasi namun untuk
Mendapatkan konsentrasi harus dibuat standar konsentrasi DNA pada   Sampel kita
ANALISIS MELT CURVE
Contoh Program
Cara Pembuatan Program 
Melt curve
Pilih
Klik
Klik
Klik
Klik
Klik
Ganti suhu menjadi 94oC
Klik ok
Ganti suhu menjadi 51oC
Klik OK
Ganti waktu menjadi 5 second
Klik Ok
Klik acquiring to cycling untuk pemilihan channel
Pilih 
green
Klik OK
Terlihat tampilan seperti ini
Klik cycle
Bila belum sesuai ganti cyclenya
Klik Ok
Melt step
Klik 
Melt
Terlihat tampilan seperti ini
Klik start
Isi temperatur sesuai program
Isi temperatur sesuai programIsi raising time 
sesuai program
Klik Save
Penulisan 
nama sample
Isi nama sample
Klik Ok
Block  klik No
Terlihat lamanya waktu Real time PCR
Analisis Melt Curve
Klik analysis
Klik melt
Klik  melt A green
Klik show
Nilai  melt
Report
Klik report
klik
Report
Pilih full 
report
Klik
Hasil Report
Close
• Close program dan matikan mesin Real 
Time
Short Break !
What is High Resolution Melting (HRM)?
Rotor-Gene Q Applications
Genotyping Applications
Characterization of nucleic acid samples according to their detailed strand 
dissociation (melt) behavior using an intercalating dye
 Distinguishes samples with different sequence, length, GC content
 Sample characterization by melt curve shape and melt temperature
 Many emerging applications:
 Genotyping
 Quantitative DNA methylation analysis 
 Gene scanning 
 Sequence matching
Muta nts
(T a lle le )
Wild types
(C a lle le )
Heterozygotes
 A high-intensity optical HRM channel 
 An outstanding thermal resolution of 0.02°C 
 High data acquisition rates
 A comprehensive HRM software package
The Rotor-Gene Q HRM option features:
PROGRAM HRM
HRM Result
TROUBLESHOOTING
1. Analisis
2. Instrument
TROUBLESHOOTING
Analisis
1. Kesulitan adjust threshold
2. Bentuk curva yang tidak baik/tidak biasa
Sebab antara lain:  pipetting error, tube 
terbuka, detector rusak
3.  NTC kontaminasi
4.  Reagent yang kurang baik
TROUBLESHOOTING
Analisis
a. Adjust Threshold  manual yang harus 
diperhatikan:
• Ntc
• Neg  kontrol
• Positif  kontrol
b. Automatic---jika ada standard curve
Adjust threshold manual
Adjust threshold automatic
TROUBLESHOOTING
Analisis
TROUBLESHOOTING
Analisis
TROUBLESHOOTING
Analisis
Kesalahan pipetting untuk beberapa sample
TROUBLESHOOTING
Analisis
Klik slope correct
TROUBLESHOOTING
NTC Kontaminasi
1. Ntc--Merah
2. Sample 1--Biru tua
3. Pos ---Biru muda
Langkah yang diambil: harus ulang Real time PCR
TROUBLESHOOTING
Instrument
TROUBLESHOOTING
Instrument
• Penyebab:
Masalah pada thermistor dalam chamber terlalu tinggi
• Hold pada 95oC—10 min –masih berjalan baik  
Cycle 1 :step : denaturation 95 oC---10 sec—masih 
berjalan baik 
Masuk step annealing 51 oC---30 sec----Error
• Saran: contact technical service
TROUBLESHOOTING
Instrument
Ketika running tube pecah
Sebab: tidak pernah 
dikalibrasi, frekuensi 
running sample sering
Kerusakan: pada 
thermistor heater
TROUBLESHOOTING
Instrument
TROUBLESHOOTING
Instrument
Prosedur Perawatan 
Rotorgene
Maintenance
1. Membersihkan lensa, lokasi di emisi dan
deteksi dengan cotton bud yang diberi
ethanol 70%
2. Membersihkan lensa dilakukan setiap 1 
bulan sekali tergantung dari penggunaan.
3. Bersihkan juga rotor chamber dengan
ethanol 70% dengan cara di lap dengan
tissue halus
Maintenance
4.Untuk menghindari debu sebaiknya 
rotorgene ditutup bila tidak digunakan
5. Untuk menghindari kontaminasi rotor 
chamber dibersihkan dengan 0.1% bleach, 
setelah itu dilap dengan PCR grade water 
menggunakan tissue halus 
Maintenance
Maintenance
Kalibrasi
OPTIC TEMPERATURE VERIFICATION 
(OTV)
• Untuk laboratorium yang 
terakreditasi
• OTV adalah metode untuk
verifikasi temperatur.
• OTV system terdiri dari OTV 
Disc, optical insert accessories and 
a CD
• Verification dari instrument dapat
dilakukan sampai 30 kali sampai
masa expire kit 6 bulan.
OTV Calibration
OTV Calibration
Report Kalibrasi yang membutuhkan 
adjustment
Perlu adjustment
Report kalibrasi yang tidak memerlukan 
adjustment
Tidak perlu adjusment
Terima kasih
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Foto Dokumentasi Kegiatan Apresiasi 
Peningkatan Kompetensi Uji 
Mikrobiologi Real Time PCR 
Rotorgene dan Step One 
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